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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1 Wykaz stosowanych skrotow

ADP - adenozynodifosforan

ANT - translokaza nukleotydéw adeninowych

AOX — oksydaza alternatywna

APS — nadsiarczan amonu, (NH,4),S,0g

ATP — adenozynotrifosforan

BAM — kompleks zewnetrznej btony bakterii, bierze udziat w sortowaniu biatek
BSA — albumina surowicy wotu

CC;HL - liaza hemowa cytochromu C;

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DsbA/B — kompleks utleniajgcy w przestrzeni miedzybtonowej bakterii

DTT - ditiotreitol

ECL — wzmocniona chemiluminescencja

EDTA - etylenodwuaminoczterooctan

EGTA — kwas etylenoglikol-O-O*-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘ tetraoctowy

GPx — peroksydaza glutationowa

GR - reduktaza glutationowa

GSH - glutation

GST - transferaza glutationu

GSSG - disulfid glutationu

HEPES — kwas N- (2-hydroksyetylo) piperazyno — N-2-etanosulfonowy

IPTG — izopropylotiogalaktozyd

KO — wspétczynnik kontroli oddechowej, tj. tosunek szybkosci oddychania uzyskanej
podczas syntezy ATP (w obecnosci ADP) do szybosci oddychania przy braku syntezy
ATP, tj. stanu 4

KO’ — wspotczynnik kontroli oddechowej, tj. tosunek szybkosci oddychania uzyskanej
podczas syntezy ATP (w obecnosci ADP) do szybkosci odddychania przy braku
syntezy ATP, tj. stanu 2

Mas37 — sktadnik kompleksu TOB/SAM

MIA — kompleks kierujgcy biatka do przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow
Mdm10 — biatko zwigzane z morfologig i dystrybucjg mitochondriow

Mim — biatko zwigzane z importem biatka do mitochondriow

Mmm2 — biatko zwigzane z utrzymaniem morfologii mitochondrium

MOPS — kwas morfolinopropanosiarczanowy

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADPH — forma zredukowana NADP”*

PMSF — fluorek fenylometylosulfonylu



1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

NTP — trifosforany rybonukleotydéw

Omp85 — biatko btony zewnetrznej bakterii, odpowiedzialne za wbudowywanie biatek w
btone zewnetrzng

PAM — motor importowy, uznawany za integralng czes¢ kompleksu TIM23
PTP — kanat o wysokiej przewodnosci

RFT — reaktywne formy tlenu

SEC — translokaza btony wewnetrznej bakterii

SDS - dodecylosiarczan sodu

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TAT — translokaza btony wewnetrznej bakterii

TCA — kwas trojchlorooctowy

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TIM — translokaza wewnetrznej blony mitochondrialnej

TMPD - tetrametylo - p - fenylodiamina

TOB/SAM — kompleks biorgcy udziat w biogenezie, sortowaniu i sktadaniu biatek o
strukturze beczutki 3

TOM — translokaza zewnetrznej btony mitochondrialnej

TPP* — kation tetrametylofosfoniowy

TRIS — 3-hydroksymetyloaminooctan

VDAC - zalezny od potencjatu kanat o selektywnosci anionowej

YidC — translokaza btony wewnetrznej bakterii

Aporl — mutant drozdzowy pozbawiony izoformy biaka VDAC1

Apor2 — mutant drozdzowy pozbawiony izoformy biaka VDAC2



2. WSTEP

2 Wstep
2.1 Wprowadzenie

Mitochondria stanowig centrum energetyczne komorki. Dzieki zachodzgcym w
nich procesom metabolicznym, takim jak cykl kwasow tréjkarboksylowych (cykl Krebsa)
i fosforylacja oksydacyjna, sg gtdbwnym miejscem produkcji ATP, niezbednego do
prawidtowego przebiegu podstawowych funkcji zyciowych. Mitochondria to takze istotne
miejsce regulacji stanu oksydacyjno-redukcyjnego (redoks) w komérce oraz inicjowania
i egzekucji programowanej $mierci komoérki (apoptozy). Wiekszos¢ biatek
mitochondrialnych kodowana jest przez geny jgdrowe, ulega translacji na rybosomach
cytoplazmatycznych, a nastepnie importowana jest do odpowiednich przedziatéw
mitochondrialnych. Mutacje w genomie mitochondrialnym lub genomie jadrowym,
kodujagcym biatka mitochondrialne, moga by¢ przyczyng zaburzen funkgciji
mitochondriéw i — w efekcie — podtozem chordob catego organizmu. Na przyktad,
badania ostatnich lat wskazujg na wystepowanie w wielu typach nowotworow
zwiekszonej czestosci mutacji w mitochondrialnym DNA (Mithani i in., 2009; Shoshan-
Barmatz i in., 2010).

Prawidlowe funkcjonowanie mitochondriow wymaga skutecznej komunikacji
miedzy mitochondriami i jagdrem komorkowym, a takze wtasciwie regulowanego importu
biatek i transportu metabolitéw. W toku ewolucji powstaty drogi transportu metabolitow
przez btony mitochondrialne oraz kompleksy biatkowe, odpowiedzialne za translokacje
biatek przez btony mitochondrialne, wbudowywanie w nie, jak réwniez skfadanie
podjednostek w wieksze kompleksy (patrz Wstep, p. 2.2). W przypadku btony
zewnetrznej mitochondridw za import biatek odpowiedzialne sg kompleksy TOM i
TOB/SAM, natomiast kanat VDAC odpowiada za transport metabolitow, takich jak ATP,
ADP czy substraty dla tancucha oddechowego (patrz Wstep, p. 2.3). Istniejg dwa
mechanizmy gwarantujgce prawidtowy przebieg komunikacji miedzy jgdrem a
mitochondriami. Pierwszy z nich polega na regulacji ekspresji gendw mitochondrialnych
w odpowiedzi na czynniki endogenne i Srodowiskowe, ktore sg przekazywane do jgdra,
podczas gdy drugi mechanizm przekazuje sygnaty zapoczatkowane w mitochondriach i

regulujgce ekspresje genow jgdrowych (patrz Wstep, p. 2.4).

2.2 Ewolucja mitochondriéw

Pierwsze organizmy prokariotyczne pojawity sie ok. 3,8 miliarda lat temu,
podczas gdy organizmy eukariotyczne ok. 1,5 miliarda lat temu. Dostepne dane

wskazujg, ze decydujgce dla powstania mitochondriow i stad wspotczesnych

9



2. WSTEP

eukariontow byto wchtoniecie a-proteobakterii przez inng komorke, prawdopodobnie
archebakterie (Kutik i in., 2009). Oznacza to, iz pojawienie sie¢ endosymbionta,
bedacego prekursorem mitochondrium mogto poprzedza¢ w czasie powstanie jgdra
komorkowego (Cavalier-Smith, 2009). Niezaleznie od kolejnosci wydarzen w ewoluciji
komorki eukariotycznej obie btony mitochondrialne powstaty prawdopodobnie z bton
endosymbionta, otoczonego takze dwoma bftonami (Gatsos i in., 2008). Matriks
mitochondrialna odpowiada cytozolowi komoérki endosymbionta, a przestrzen
miedzybtonowa przestrzeni peryplazmatycznej. Mitochondria odziedziczyty po
bakteryjnych przodkach nie tylko przedzialy, ale takze petnione przez nie funkcje. W
matriks pozostal genom, maszyneria do syntezy biatek i elementy zwigzane z
powstawaniem centrow zelazowo — siarkowych, zas w btonie wewnetrznej pozostaty
kompleksy tancucha oddechowego. Jednakze wspotczesne mitochondria zawierajg nie
tylko biatka wywodzgce sie z bakterii. Liczne geny powstaty po uformowaniu sie
organizméw eukariotycznych, zatem wiele biatek kierowanych do mitochondrium nie
byto obecnych u bakteryjnego przodka (Kutik i in., 2009).

Z biegiem czasu wiekszos¢ genow endosymbionta zostata utracona lub
przeniesiona i zintegrowana z genomem gospodarza, przy czym nadal dyskutuje sie
kwestie, czy powstanie aparatu importu biatka do mitochondriéw byto przyczyng czy tez
konsekwencjg utraty gendow przez endosymbionta (Dolezal i in., 2006). We
wspotczesnych komorkach 90-99% biatek mitochondrialnych kodowanych jest przez
geny jadrowe (Dolezal i in., 2006). Nie ulega jednak watpliwosci, iz procesy
metaboliczne przebiegajgce w komérce endosymbionta miaty kluczowe znaczenie dla
jego pozostania w obrebie komdrki gospodarza (Kutik i in., 2009). Obecnie, zaréwno
btona zewnetrzna, jak i wewnetrzna oraz przestrzen btonowa i matriks mitochondrialna
sg wyposazone Ww zestawy charakterystycznych biatek, wymaganych do
przeksztatcania energii i transportu metabolitow, przy czym w toku ewolucji komorki
eukariotycznej procesy metaboliczne ulegty znaczagcym zmianom (Dolezal i in., 2006).
Import biatek do roznych przedziatbw mitochondriow musi by¢ oczywiscie $cisle
skoordynowany (Becker i in., 2009, Kutik i in., 2009). Dzieki przeniesieniu genow,
kodujgcych biatka endosymbionta, i pojawieniu sie nowych genow, a takze powstaniu
aparatu importu biatka do mitochondriéw, ustalona zostata komunikacja jgdro —
mitochondria, ktéra umozliwia dostosowanie funkcjonowania mitochondriéw do
aktualnie istniejgcych warunkow, ktére wynikaC mogg miedzy innymi z proceséw

zachodzgcych w samych mitochondriach.
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2.3 Mitochondrialny system transportu biatek i metabolitéw

Import biatka do mitochondriéw, jak réwniez transport metabolitéw, to procesy
kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania tych organelli. Import biatek wymaga
transportu metabolitow zapewniajgcych wtasciwe zasilanie energetyczne, z Kkolei
wiekszo$¢ biatek uczestniczgcych w przeksztatceniach energetycznych kodowana jest
przez genom jadrowy, co oznacza koniecznos¢ ich importu do odpowiednich
przedziatdw mitochondrialnych, w tym bton mitochondrialnych. W mitochondriach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano 850 réznych biatek (Schmidt i in.,
2010). Okoto 30% z nich jest integralnymi biatkami btonowymi. Wszystkie biatka
btonowe, z wyjatkiem siedmiu kodowanych przez mitochondrialne DNA, sg kodowane
w jadrze i syntezowane na rybosomach cytoplazmatycznych, skgd muszg byc¢
importowane (Becker i in., 2009). Biatka kierowane do okreslonych przedziatow
komérkowych zawierajg zroznicowane sygnaty, zarowno w regionie wewnetrznym jak i
na koncach aminowym i karboksylowym, ktére umozliwiajg ich rozpoznanie i
translokacje (Neupert i Herrmann, 2007).

Biatka bakteryjne przeznaczone do blony wewnetrznej, przestrzeni
peryplazmatycznej i btony zewnetrznej, takze zaopatrzone sg w sekwencje sygnatowe.
Po wechtonigeciu przez komorke gospodarza, endosymbiont znalazt sie w nowym
Srodowisku, ktére byto zaopatrzone m.in. w aparat syntezy biatka. Geny endosymbionta
mogty zosta¢ zintegrowane z genomem gospodarza i uzyte przez niego, jako matryca
do syntezy biatek. Dlatego nie byto dalszej potrzeby eksportowania prekursorowych
biatek poza organizm endosymbionta, co doprowadzito do zanikniecia bakteryjnego
systemu eksportu biatek przez btone zewnetrzng (Saier Jr., 2006). Na skutek utraty
zdolnosci biosyntezy biatek koniecznych do funkcjonowania endosymbionta niezbedny
stat sie aparat importu biatek do mitochondrium, rozpoznajgcy sekwencje kierujgce
biatka do odmiennych przedziatow.

Najlepiej poznane sg sekwencje kierujgce, wystepujgce na korncu aminowym,
tzw. presekwencje. Kierujg one wiele mitochondrialnych prekursoréw do kompleksu
TOM. Jest to jedyne znane miejsce importu biatka przez zewnetrzng bione
mitochondrialng (rys. 2.1) Stamtgd biatka przechodzg na kompleks importowy
wewnetrznej btony - TIM23, rozpoznajgcy presekwencje (Mokranjac i in., 2008;
Cavalier-Smith, 2009; Sickmann i in., 2003).
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A. MITOCHONDRIA rybosomy cytozolowe
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Rys 2.1

Szlaki transportu biatek: w mitochondriach (A) i proteobakteriach (B). Wiekszos¢
mitochondrialnych prekursoréw biatkowych jest poczatkowo kierowana do kompleksu TOM.
Nastepnie sg przenoszone do kompleksu TOB/SAM w celu wbudowania w btone zewnetrzna,
do kompleksu TIM22 w celu wbudowania w btone wewnetrzng, do kompleksu MIA w celu
wprowadzenia w przestrzen miedzybtonowg i do kompleksu TIM23 w przypadku importu do
matriks. Kompleks TIM23 nazywany jest réwniez kompleksem TIM23/PAM, gdzie PAM oznacza
motor importowy, uznawany za integralng czes¢ kompleksu TIM23. W przypadku bakterii
translokazy btony wewnetrznej - SEC i YidC - sg odpowiedzialne za wbudowanie biatek w te
btone. Translokazy TAT, jak rowniez SEC, eksportujg prekursory biatkowe do przestrzeni
peryplazmatycznej. Biatka prekursorowe mogg by¢ utleniane przez kompleks DsbA/B i
integrowane z btong zewnetrzng, z udziatem kompleksu BAM lub mogg byé eksportowane na
zewnatrz (wedtug Kutik i in., 2009, zmodyfikowany weditug Thornton i in., 2010).

Biatka nieposiadajgce presekwencji, rowniez sg kierowane do kompleksu TOM,
skad mogg by¢ przekazywane do przestrzeni miedzybtonowej przy udziale kompleksu
MIA lub kierowane do biatek opiekunczych Tim. Biatka Tim zapobiegajg ich agregac;ji i

kierujg do kompleksu TIM22 lub kompleksu sortujgco — sktadajgcego TOB/SAM,
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znajdujgcego sie w btonie zewnetrznej. Zaréwno TIM22 jak i TOB/SAM wbudowujg
substraty w odpowiednie btony. Biatka w wiekszosci sg przenoszone przez kompleksy
TOM i TIM w formie rozwinietej, dopiero w docelowym przedziale ulegajg zwinieciu w
funkcjonalng forme (Mokranjac i in., 2008; Kutik i in., 2009). W wyniku procesu importu
do obu bton mitochondrialnych kierowane sag biatka kluczowe dla transportu
metabolitow przez te btony. W przypadku btony zewnetrznej jest to biatko VDAC,
natomiast transport metabolitéw przez btone wewnetrzng oparty jest gidwnie na

systemie no$nikow mitochondrialnych.

2.3.1 Kompleksy importowe zewnetrznej btony mitochondrialnej

Btona zewnetrzna mitochondriéw odgrywa kluczowg role w komunikacji z
cytoplazmg, wymianie metabolitéw, imporcie biatek i utrzymywaniu odpowiedniej
morfologii (Becker i in., 2009). Wszystkie znane biatka zewnetrznej btony
mitochondrialnej sg kodowane przez genom jgdrowy, w tym biatka o strukturze beczuiki
B, ktére sg charakterystycznym elementem btony zewnetrznej organelli eukariotycznych
pochodzenia endosymbiotycznego, jak i bakterii gram — ujemnych (Walter i Rapaport,
2009). Podczas gdy wiekszos¢ biatek zakotwiczona jest w btonie domeng o strukturze
helisy o, beczutki B formujg strukture cylindryczng uksztattowang przez co najmniej

kilka antyréwnolegtych harmonijek B, krétkie zwroty B i dtuzsze petle.

A
BIALKA
OPIEKUNCZEJ)

CYTOZOL

BLONA
ZEWNETRZNA
PRZESTRZEN
BIALKO
MIEDZYBLONOWA O STRUKTURZE
B-BECZULKI
BLONA
WEWNETRZNA
Rys.2.2

Model organizacji komplekséw importowych zewnetrznej btony mitochondrialnej i importu biatek
o strukturze beczukki B na podstawie ustaleh dotyczgcych mitochondriow S. cerevisiae. Nowo
zsyntezowane biatka wigzg sie w cytoplazmie z biatkami opiekunczymi (A), nastepnie sg
rozpoznawane przez receptory kompleksu TOM (B) i importowane do kompleksu TOB/SAM z
udziatem matych biatek Tim (C), w celu wbudowania w btone zewnetrzng (D). (Wedtug Walther i
Rapaport, 2009).
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W mitochondriach drozdzy S. cerevisiae tylko szes¢ biatek zlokalizowanych w
btonie zewnetrznej ma zachowang strukture beczutki : Tom40, Tob55/Sam50, Mmm2,
Mdm10 oraz VDACL1 i VDAC2 (Walther i Rapaport, 2009). Jednakze w mitochondriach
innych eukariontéw do tej pory zidentyfikowano tylko trzy kategorie biatek tworzacych
strukture beczutki B: Tom40, Tob55/Sam50 i izoformy biatka VDAC (Paschen i in.,
2005; Dolezal i in., 2006; Zeth, 2010). Wszystkie te biatka zdolne sg do tworzenia
kanatéw, ktére funkcjonujg w obrebie komplekséw z innymi biatkami, przy czym biatko
VDAC tworzy kanat jako monomer, podczas gdy kanaty tworzone przez Tom40 i Tob55
sg prawdopodobnie strukturami oligomerycznymi (Rapaport, 2005). Co ciekawe, skfad
podjednostkowy komplekséw TOB/SAM i TOM, w obrebie ktérych wystepujg biatka
Tob55/Sam50 i Tom40 moze byé¢ rézny u przedstawicieli réznych linii rozwojowych
organizméw eukariotycznych, ale Tob55/Sam50 i Tom40 sg kluczowe dla
funkcjonowania tych komplekséw, niezaleznie od analizowanego organizmu (Dolezal i
in., 2006; Perry i in., 2008).

Budowa i funkcje translokazy btony zewnetrznej — kompleks TOM

Kompleks TOM (translokaza btony zewnetrznej) bierze udziat w rozpoznawaniu,
sortowaniu i translokacji importowanych biatek (np. Bohnert i in., 2007; Neupert i
Herrmann, 2007). W sensie strukturalnym kompleks TOM stanowi potgczenie
podjednostek o zroznicowanej stechiometrii i funkcji. Nazwy tych podjednostek
utworzone sg ze skrétu Tom i liczby odpowiadajgcej przyblizonej masie czgsteczkowej,
a liczba ich typow w opisanych dotgd kompleksach izolowanych z réznych Zrodet jest
zmienna. Do najlepiej poznanych nalezy kompleks TOM wyizolowany z mitochondriéw
drozdzy S. cerevisiae sktadajacy sie z 7 podjednostek (np. Kutik i in., 2009). Wyrdznia
sie dwie formy kompleksu TOM: tzw. rdzen kompleksu TOM i integralny kompleks TOM
(z ang. TOM holo-complex). Rdzeh kompleksu TOM ma mase czgsteczkowg 450-500
kDa i w jego sktad wchodzg Tom40, Tom22 i trzy mate biatka Tom - Tom5, Tom6 i
Tom?7. Integralny kompleks TOM dodatkowo zawiera biatka Tom20 i Tom70, petnigce
funkcje receptoréw, a jego masa czasteczkowa waha sie¢ w granicach 490-600 kDa
(Walther i Rapaport, 2009). Nalezy jednak zauwazyc, iz biatko Tom70 nie wystepuje w
kompleksach TOM réznych organizmow, a biatko Tom22 moze wystepowac¢ w formie
skroconej, jako tzw. Tom8 (np. Dolezal i in., 2006; Perry i in., 2008)

Podstawowym zadaniem biatka Tom40 w obrebie kompleksu TOM jest
tworzenie kanatu importowego. Biatko Tom40 poddane nadekspresji lub izolowane z
kompleksu jest zdolne do samodzielnego tworzenia kanatu (Hill i in., 1998; Ahting i in.,
2001). Jednak podstawowa charakterystyka elektrofizjologiczna kanatu utworzonego

samodzielnie przez biatko Tom40 nie jest identyczna z charakterystykg aktywnosci
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kanatowej kompleksu TOM (Ahting i in., 2001; Hill i in., 1998; Kuenkele i in. 1998). Co
wiecej, w obrebie kompleksu TOM lokalizuje sie dwa a nawet trzy kanaty tworzone
przez Tom40 (Rehling i in., 2003). Wynika to prawdopodobnie z braku innych biatek
Tom, ktére w kompleksie dziatajg modulujgco.

Biatko Tom40 dominuje ilosciowo w kompleksie TOM (6-8 czgsteczek), przy
czym do tej pory nie udato sie ustali¢, czy kanaly importowe tworzone sg przez
poszczegolne beczutki B czy tez powstajg miedzy kilkkoma beczutkami, przyjmujgcymi w
kompleksie odpowiednie ustawienie (Walther i Rapaport, 2009). Dla powstania kanatow
importowych istotne znaczenie majg roéwniez biatko Tom22, a w szczegdlnosci jego
domena transbtonowa oraz mate biatka Tom: Tom5, Tom6, Tom7 (Becker i in., 2009;
Stojanovski i in., 2007). Biatka Tom22 i Tom6 sg istotne dla stabilizacji struktury kanatu
importowego. Ich brak prowadzi do powstania kompleksow o nizszej masie
czasteczkowej (100 kDa), w sktad ktoérych wchodzg dimery biatka Tom40 oraz mate
biatka Tom (Paschen i in., 2005). Oddziatywania Tom40-odcinki transbtonowe Tom22
wymagajg funkcjonalnego biatka Tom5, wspomagajgcego wprowadzenie presekwencji
w kanat. Biatko Tom6 petni role stabilizatora kanatu importowego, zas Tom7 odpowiada
za destabilizacje oddziatywan miedzy Tom40 a podjednostkami petnigcymi funkcje
receptoréw (Walther i Rapaport, 2009). Brak Tom7 wzmacnia oddziatywania pomiedzy
Tom20-Tom22-Tom40, co utrudnia uwalnianie translokowanego biatka do btony
(Honlinger i in., 1996). Co ciekawe, biatko Tom7 jest takze specyficznym regulatorem
aktywnosci kompleksu TOB/SAM (Meisinger i in., 2006). Istotnym elementem,
regulujgcym dziatanie kanatu importowego, jest obecnos¢ biatek receptorowych Tom20
i Tom70. Kompleks TOM jest zdolny do translokacji przy braku tych biatek, jednakze
zachodzi ona zdecydowanie wolniej (Suzuki i in., 2002). Nalezy takze zauwazy¢, ze
kanaty w obrebie kompleksu TOM mogg zosta¢ wykorzystane do transportu
metabolitbw w warunkach ograniczonej przepuszczalnosci lub braku kanatu VDAC w
mitochondriach (Antos i in., 2001; Budzinska i in., 2009).

Budowa i funkcje kompleksu TOB/SAM

Funkcjg kompleksu TOB/SAM (topogeneza biatek zewnetrznej btony
mitochondrialnej tworzgcych strukture beczutki B/maszyneria sortowania i sktadania
biatek) jest sortowanie i sktadanie biatek w funkcjonalne kompleksy. Przez dtuzszy czas
kompleks TOB/SAM identyfikowany byt tylko z funkcjg wbudowywania w btone
zewnetrzng mitochondriéw biatek o strukturze beczuitki  (Habib i in., 2006; Bohnert i
in., 2007). Najnowsze badania wskazujg jednak, ze kompleks ten jest takze niezbedny

do importu podjednostek kompleksu TOM, tworzgcych strukture helisy a (Thornton i in.,
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2010). Kompleks TOB/SAM stanowi zatem elastyczng platforme umozliwiajgca
integrowanie roznych szlakow importu, co utatwia wbudowywanie biatek w kompleks
TOM, przy czym w procesie tym kompleks TOB/SAM moze oddziatywa¢ z réznymi
biatkami (Thornton i in., 2010).

U drozdzy S. cerevisiae w kompleksie TOB/SAM wystepujg trzy biatka (patrz
rys. 2.2): Tob55 (Sam50/Omp85), Tob38 (Sam35/Tom38) i Mas37 (Sam37/Tom37,
Walter i Rapaport, 2009). Biatko Tob55 jest integralnym biatkiem btonowym. Wyrdznia
sie w nim dwie domeny: zlokalizowang w btonie, ktoéra tworzy strukture beczutki {,
zdolng do tworzenia kanatu i hydrofilowg, skierowang do przestrzeni miedzybtonowe;j
mitochondriéw (Paschen iin., 2005; Thornton i in., 2010). Mas37 i Tob38 sg biatkami
peryferyjnymi, oddziatujgcymi z biatkiem Tob55 od strony cytoplazmy (Thornton i in.,
2010). Brak podjednostki Tob38 prowadzi do probleméw zwigzanych z
wbudowywaniem beczutek (3, podobnie jak w przypadku braku Tob55. Biatko Mas37
uczestniczy prawdopodobnie w uwalnianiu importowanych biatek z kompleksu
TOB/SAM, co umozliwia ich wprowadzenie w strukture btony Ilub warunkuje
oddziatywanie z innymi biatkami (Habib i in., 2005). Z kolei biatko Tob38 warunkuje
powstanie kompleksu TOB/SAM, jak réwniez jego stabilnos¢ (Milenkovic i in., 2004).

Biatko Tob55, gtéwny sktadnik kompleksu TOB/SAM, jest jedynym
mitochondrialnym biatkiem tworzgcym strukture beczutki B, w przypadku ktérego
stwierdzono homologie z biatkami bakteryjnymi (Dolezal i in., 2006). Biatka te zaliczane
sg do rodziny Omp85 (ang. outer membrane porin). Obecno$¢ Tob55 stwierdzono w
mitochondriach praktycznie wszystkich organizméw eukariotycznych. Obecnos¢ biatka
Tob38 stwierdzono tylko w mitochondriach grzybéw, przy czym sugeruje sie, ze moze
by¢ ono odpowiednikiem metaksyny 2, biatka zlokalizowanego w mitochondriach
zwierzat. Z kolei biatko Mas37 wykazuje ograniczone podobienstwo sekwencji
aminokwasowej do metaksyny 1, biatka zlokalizowanego w mitochondriach zwierzat i
roslin (Kozjak-Pavlovic i in., 2007). Biatko Tob55 moze tworzy¢ w obrebie kompleksu
TOB/SAM kanat o $rednicy 4 - 5 nm, przy catkowitej jego $rednicy 15 nm (Walther i
Rapaport, 2009). Biatko jest zdolne do insercji w dwuwarstwe lipidowg i tworzenia
kanatu o Sredniej wartosci przewodnictwa 3,7 nS (w obecnosci 1 M KCI). Kanat ten
wykazuje rowniez symetryczng zaleznos¢ od potencjatu, przy czym zamyka sie przy
wartosciach potencjatu wyzszych niz 70 mV (Paschen i in., 2003).

Z kompleksem TOB/SAM oddziatuje kilka innych biatek. W przypadku S.
cerevisiae stwierdzono oddziatywanie tego kompleksu z biatkiem Mdm10 (morfologia i
dystrybucja mitochondriéw), przy czym homologéw tego biatka nie udato sie do tej pory
znalez¢é poza grzybami. Mdm10 jest integralnym biatkiem btonowym, posiadajgcym

zdolnos¢ tworzenia struktury beczutki 3. Odpowiada ono prawdopodobnie za
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prawidtowe rozmieszczenie i morfologie mitochondriéw, a rownoczesnie oddziatujgc z
kompleksem TOB/SAM uczestniczy w sktadaniu kompleksu TOM (Habib i in., 2006;
Thornton i in., 2010). W przypadku komorek S. cerevisiae brak biatka Mdm10
upodledza zaréwno morfologie mitochondridow, jak i powstanie kompleksu TOM
(Pfanneriin., 2004). Innym biatkiem oddziatujgcym z kompleksem TOB/SAM jest Mim1
(mitochondrialny import). Zakotwiczone jest w zewnetrznej btonie mitochondriéw za
pomocg odcinka o strukturze helisy a. Bierze udziat w sktadaniu kompleksu TOM, a
jego brak obniza powinowactwo TOB/SAM wzgledem Tom40. Z kolei oddziatywanie
kompleksu TOB/SAM z biatkami Tom5/Tom40 prowadzi do wigzania prekursora Tom6 i
jego wbudowywania w kompleks TOM (Thornton i in., 2008). Wsréd biatek
wspotdziatajacych z kompleksem TOB/SAM sg réwniez Tom7 i mate biatka Tim
(translokaza wewnetrznej btony mitochondriéw). Biatko Tom7 sprzyja odtgczaniu biatka
Mdm10 od kompleksu TOB/SAM, co utrudnia powstawanie funkcjonalnego kompleksu
TOM, ale jednoczenie odstania na kompleksie TOB/SAM miejsca istotne dla
wbudowania w btone biatka VDAC (Meisinger i in., 2006). Biatko Tom7 petni zatem
funkcje specyficznego regulatora aktywnosci kompleksu TOB/SAM. Wspétdziatanie
komplekséw matych biatek Tim z kompleksem TOB/SAM polega prawdopodobnie na
ostanianiu odcinkéw hydrofobowych biatek tworzacych strukture beczutki B po ich
uwolnieniu z kompleksu TOM, co z kolei utatwia utrzymywanie importowanego biatka w
stanie konformacyjnym, pozwalajgcym na jego oddziatywanie z kompleksem TOB/SAM

i nastepnie wbudowanie w btone (Hoppins i Nargang, 2004).

2.3.2 Budowa i funkcje kanatu VDAC

Kanat VDAC (ang. Voltage Dependent Anion Channel), czyli zalezny od
potencjatu kanat o selektywnos$ci anionowej, zwany rowniez poryng mitochondrialng,
jest najliczniej wstepujgcym biatkiem zewnetrznej btony mitochondrialnej (Colombini,
2004). Stanowi okoto 0,4% biatek mitochondrialnych (Shoshan-Barmatz i in., 2010).
Zostat zidentyfikowany w 1976 roku (Schein i in., 1976) i od tej pory jest obiektem
badan. Dostepne dane wskazujg, ze VDAC odgrywa znaczacg role w licznych
procesach komorkowych, w tym homeostazie wapniowej i egzekucji apoptozy,
zachodzacej drogg mitochondrialng. Stanowi gtéwng droge wymiany metabolitéw
miedzy cytoplazmg a mitochondrium, co jest niezbedne do wtasciwego funkcjonowania
mitochondriéw i w konsekwencji catej komorki (Shoshan-Barmatz i in., 2009). Kanat
VDAC jest takze miejscem uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego z przestrzeni

miedzybtonowej mitochondriéw do cytoplazmy (Han i in., 2003). Kanat VDAC oddziatuje
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z translokazg nukleotydéw adeninowych (ANT), biatkiem prowadzacym transport ATP i
ADP przez btone wewnetrzng mitochondriow. VDAC i ANT tworzg fgcznie system
transportu nukleotydéw adeninowych, a istotng role w dziataniu tego systemu odgrywa
oddziatywanie kanatu VDAC z kinazami (np. heksokinaza, kinaza kreatynowa, kinaza
glicerolowa), dzieki czemu enzymy te majg utatwiony dostep do ATP (Shoshan-
Barmatz i in., 2009; Poleti i in., 2009). Kinazy przeksztatcajg eksportowany ATP
do ADP, ktéry moze szybko powrdci¢é do matriks mitochondrialnej, a nastepnie ulec
fosforylacji oksydacyjnej. Co wiecej, kanat VDAC i/lub jego oddziatywanie z réznymi
biatkami uznaje sie za kluczowy czynnik, regulujgcy aktywnos$¢ kanatu PTP (kanat o
wysokiej przewodnosci, z ang. permeability transition pore), nazywany réwniez
megakanatem mitochondrialnym. Kanat ten otwiera sie w odpowiedzi na czynniki
proapoptyczne, co prowadzi do zmian w przepuszczalnosci bton mitochondrialnych,
umozliwiajgcych uwolnienie biatek proapoptycznych z mitochondriéw, co prowadzi do
egzekucji apoptozy. Zatem witgczenie kanatu VDAC w funkcjonowanie kanatu PTP ma
istotne znaczenie dla uruchomienia apoptozy, zachodzgcej drogg mitochondrialng, przy
czym nalezy zauwazyc, ze istniejg dane eksperymentalne wskazujgce na brak udziatu
VDAC w aktywnosci i/lub regulacji kanatu PTP (np. Shoshan-Barmatz i in., 2010).
Roéwnoczes$nie trwa dyskusja, dotyczgca innych biatek kluczowych dla dziatania kanatu
PTP.

Potwierdzona eksperymentalnie kluczowa rola kanatu VDAC w funkcjonowaniu
mitochondriéw sprawia, iz kanat ten coraz czesciej wskazywany jest jako istotne
miejsce etiologii i zarazem terapii szeregu ludzkich choréb (Shoshan-Barmatz i in.,
2010). Stwierdzono na przyktad, iz proces apoptozy zachodzacej drogg
mitochondrialng ma podstawowe znaczenie w patofizjologii ataku serca, udaru,
nowotwordow, mitochondrialnych encefalopatii oraz chor6b neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Parkinsona, choroba Alzheimera i stwardnienie boczne zanikowe
(Alexander i in., 2007; McEnery i in., 1992; Olson i Kornbluth, 2001; Tatton i Olanow,
1999). Stad proby wykorzystania tego biatka, jako miejsca uchwytu farmakologicznego
w terapii tych chordb. Stwierdzono na przykfad, ze erastyna, ktéra wigze sie z kanatem
VDAC wytgcznie w komorkach zawierajgcych onkogen RAS, zmienia przepuszczalno$¢
zewnetrznej bfony mitochondrialnej, przez co wptywa na zwiekszong produkcje
reaktywnych form tlenu, powodujgc smier¢ komoérek wywotang stresem oksydacyjnym
(Yagoda i in., 2007).

Masa czgsteczkowa biatka VDAC izolowanego z mitochondriow réznych
organizméw wynosi okoto 30 kDa (Benz i in., 1994; Blachly-Dyson i Forte, 2001;
Colombini, 2004; Shoshan-Barmatz i in., 2006). W mitochondriach kregowcéw,
powszechnie wystepujg trzy jego izoformy (VDAC1, VDAC2, VDAC3), podczas gdy u
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innych organizméw eukariotycznych liczba izoform jest zmienna (Saccone i in., 2003;
Young i in., 2007). Neurospora crassa posiada tylko jedng izoforme, a Saccharomyces
cerevisiae dwie, ktore sg prawdopodobnie pozostatoscig po duplikacji genomu
(Shoshan-Barmatz i in., 2010). Co wiecej, duplikacje sekwencji kodujgcych biatko
VDAC, zachodzgce w toku ewolucji niezaleznie w obrebie réznych linii rozwojowych,
uznaje sie za przyczyne obecnie wystepujgcych u réznych organizmow izoform biatka
VDAC (Sampson i in., 1996; Saccone i in., 2003; Young i in., 2007). Poniewaz
sekwencja aminokwasowa biatka VDAC wykazuje wysoki poziom konserwatywnosci
uwaza sie, iz struktura przestrzenna tego biatka, kluczowa dla jego funkcji kanatowych,

jest w zasadzie identyczna u wszystkich eukariontéw (Colombini, 2004).

N-KONIEC

Rys. 2.3
Struktura przestrzenna izoformy VDAC1 wyznaczona na podstawie badan przeprowadzonych z
wykorzystaniem  spektroskopii  jadrowego rezonansu magnetycznego, krystalografii

rentgenowskiej i potgczenia obu tych technik. (A) Beczutka  utworzona z 19 odcinkéw o
strukturze harmonijki B. Odcinek o strukturze helisy a znajduje sie w jej wnetrzu. (B) Natozenie
struktur przestrzennych VDAC1 cziowieka i myszy. Odcinek o strukturze helisy a zostat
zaznaczony kolorem czerwonym w biatku ludzkim i niebieskim w biatku mysim (wedtug
Shoshan-Barmatz i in., 2010).

Po wielu latach dyskusji dotyczgcej struktury przestrzennej biatka VDAC opartej
na modelach komputerowych, w roku 2008 udato sie wyznaczy¢ strukture tego biatka z
rozdzielczoscig na poziomie atomowym przy wykorzystaniu spektroskopii jgdrowego
rezonansu magnetycznego, krystalografii rentgenowskiej i potgczenia obu tych technik
(Hiller i in., 2008; Ujwal i in., 2008; Bayrhuber i in., 2008). Analizie poddano izoforme
VDAC1 z mitochondriéw cziowieka i myszy. Stwierdzono, ze w obrebie biatka
wystepuje 19 odcinkéw o strukturze harmonijki B, tworzacych strukture beczutki 8, w
obrebie ktorej zlokalizowany jest odcinek o strukturze helisy a (rys. 2.3). Na jeden

odcinek o strukturze harmonijki B przypada srednio 10 reszt aminokwasowych, a
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najdtuzsza petla tgczgca wystepuje miedzy odcinkami 18 i 19 i sktada sie z o$miu reszt
aminokwasowych: GKNVNAGG. Hydrofilowe wnetrze beczutki wypetnia por o $rednicy
okoto 2,5-3 nm. Z kolei odcinek o strukturze helisy a, lokalizowany we wnetrzu beczutki,
w zaleznosci od istniejgcego potencjalu zmienia swoje potozenie, petnigc
prawdopodobnie funkcje czujnika potencjatu (Song i in., 1998; Shoshan-Barmatz i in.,
2010).

2.4 Komunikacja migedzy jadrem komérkowym i mitochondriami

W toku ewolucji komérki eukariotyczne nabyty mitochondria. Jednak wiekszos¢
genow organellowych zostata utracona lub przeniesiona do jadra komérkowego, ktore
zaczeto sprawowac kontrole nad ekspresjg biatek importowanych do mitochondrium. Z
kolei mitochondria wytwarzajg sygnaty kierowane do jgdra komoérkowego, informujgce o
ich aktualnym stanie, co umozliwia skoordynowane dziatania jadra komoérkowego i
mitochondriéw (Woodson i Chory, 2008).

2.4.1 Rola reaktywnych form tlenu w komunikacji miedzy jadrem

i mitochondriami

Scista koordynacja miedzy jgdrem i mitochondriami jest wymagana do
wiasciwego funkcjonowania komorki. Koordynacja ta wykorzystuje dwa typy sygnatow:
sygnaty anterogradowe (powstajgce w jgdrze komorkowym i kierowane do
mitochondriéw) i retrogradowe (powstajgce w mitochondriach i kierowane do jgdra
komaérkowego) (np. Allen, 2003; Butow i Avadhani, 2004; Pesaresi i in., 2007; Woodson
i Chory, 2008). Zatem, mechanizmy anterogradowe koordynujg ekspresje genow w
mitochondriach, w odpowiedzi na czynniki endogenne i srodowiskowe, docierajgce do
jadra komorkowego, podczas gdy mechanizmy retrogradowe odpowiedzialne sg za
przekazanie do jgdra komoérkowego sygnatow powstajgcych w mitochondriach, co z
kolei moze modyfikowa¢ mechanizmy anterogradowe (rys. 2.4). Czynniki Srodowiskowe
takie jak sktadniki odzywcze, dostep swiatta czy obecnos¢ tlenu wptywajg na ekspresje
gendw jadrowych, kodujgcych biatka mitochondrialne, co z kolei wplywa na
funkcjonowanie i ekspresje genow w tych organellach. Dostepnosé biatek
mitochondrialnych, kodowanych przez geny jgdrowe, jest sprawnie regulowana na
etapie transkrypcji, modyfikacji potranslacyjnych, importu, regulacji aktywnosci i
sktadania w kompleksy (Woodson i Chory, 2008). Mitochondria moga takze odczytywac

niektére bodzce s$rodowiskowe, po czym przekazujg informacje o dziatajgcych
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bodZcach i stanie funkcjonalnym do jadra, co prowadzi do regulacji genéw jgdrowych i
regulacji metabolizmu komoérkowego (Allen, 2003; Butow i Avadhani, 2004; Pesaresi i
in., 2007; Woodson i Chory, 2008; Cannino i in., 2007).

CZYNNIKI SRODOWISKOWE

w

YGNALY RETROGRADOWE

—€

JADRO MITOCHONDRIUM

SYGNALY ANTEROGRADOWE

Rys. 2.4
OgoIny schemat komunikacji miedzy jagdrem komérkowym i mitochondriami (wedtug Woodson i
Chory, 2008)

Sygnaly retrogradowe mogg obejmowac¢ reaktywne formy tlenu (RFT),
powszechnie produkowane i uwalniane przez mitochondria. Poniewaz mitochondria w
toku ewolucji utracity zdolnos¢ sekrecji biatek do cytoplazmy (Herrmann, 2003), wtasnie
powszechny charakter uwalniania RFT przez mitochondria sprawia, ze tym
czgsteczkom przypisuje sie wazng role w komunikacji miedzy mitochondriami i jgdrem
komoérkowym (Jo i in., 2001; tukasiewicz-Hussain, 2003). Co wiecej, RFT uwalniane
przez mitochondria uznaje sie za istotny czynnik determinacji wewnagtrzkomorkowych
stanoéw oksydacyjno-redukcyjnych (redoks) i regulacji kaskad sygnalizacyjnych (Finkel,
2003; Han i in., 2003; Liu i in., 2005; Storz, 2006; Budzinska i in., 2007). Dostepne dane
wskazujg, ze RFT pozwalajg mitochondriom ,poinformowaé” jadro komoérkowe o
warunkach determinujgcych ich funkcjonowanie, co z kolei umozliwia przystosowanie
komorki do istniejgcych warunkéw (Woodson i Chory, 2008). Dziatanie RFT, jako
sygnatéw retrogradowych badano po raz pierwszy wykorzystujgc drozdze S. cerevisiae.
Stwierdzono miedzy innymi, ze jednym z czynnikéw uruchamiajacych uwalnianie RFT
jest dysfunkcja mitochondriéw. Podzniej stwierdzono, iz uposledzenie dziatania
mitochondrialnego tancucha oddechowego jest czynnikiem uruchamiajgcym zmiany na
poziomie transkrypcji u roznych gatunkéw (Woodson i Chory, 2008). Jak pokazano na
rys. 2.5., w sygnalizacyjnym dziataniu RFT posredniczg czynniki transkrypcyjne i

regulatorowe biatka cytoplazmatyczne. Roéwnoczesnie odpowiedz komérki moze miec
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bardzo rézny charakter, od regulacji ekspresji oksydazy alternatywnej (komérki roslin) i
usuniecia dysfunkcji mitochondriow do modulacji starzenia sie¢ komorek drozdzy i

transformacji nowotworowej w przypadku komorek zwierzat.

MITOCHONDRIUM JADRO
WZROST
; - enzymy iki
STRES =i faficuch _—p RFT regulatorowe biatka " SZ{""' I'n
oddechowN Ca+2_>cyt0plazmatyczne_> anskrypcyjne
i B przywrécenie DOCELOWE GENY
redukcja produkcji RFT <€—— funkcji mitochondriéw ~— np. AOX

Rys. 2.5
Przykiad szlaku sygnalizacyjnego uruchamianych przez RFT uwalniane przez mitochondria w
wyniku dysfunkcji fancucha oddechowego (Wedtug Woodson i Chory, 2008).

Co istotne, poziom uwalniania RFT z mitochondriow musi podlega¢ precyzyjne;j
kontroli. Kiedy uwalnianie RFT ominie lub pokona komérkowe mechanizmy obronne,
moze spowodowaC powazne uszkodzenia szeregu makroczgsteczek, w tym kwasow
nukleinowych, biatek i lipidow, co w konsekwencji prowadzi do dysfunkcji komérki i/lub
jej smierci (Madesh i Hajnoczky, 2001; Duchen, 2004; Storz, 2006; Monsalve i in.,
2007; Mammucari i Rizutto, 2010). Liczne badania dostarczajg dowodoéw na to, iz
szkodliwe dziatanie RFT wzrasta wraz z wiekiem, jako rezultat zaktéconej rownowagi
redoks oraz akumulacji uszkodzen (Choksi i Papaconstantinou, 2008; Rebrin i Sohal,
2008). Wiadomo na przyktad, ze RFT, powodujgc mutacje w mitochondrialnym DNA,
wptywajg szkodliwie na funkcje tancucha transportu elektronéw, wywotujgc tym samym
wzrost generacji RFT i nagromadzenie zniszczen w obrebie komorki. Z drugiej strony,
Smieré komorki moze by¢ skutkiem uruchomienia przez RFT okreslonych kaskad
sygnalizacyjnych. Na przyktad, wystepujgce powszechnie w komérkach biatko p66Shc,
w normalnych warunkach nie przyczynia sie do produkcji RFT. Stres oksydacyjny moze
aktywowaé kaskade sygnalizacyjng, w ktoérej biatko p66Shc — w wyniku fosforylacii
przez kinaze PKCB - przemieszcza sie z cytoplazmy do mitochondriéw, gdzie
dodatkowo poteguje produkcje RFT, co prowadzi do apoptozy (Mammucari i Rizutto,
2010; Lebiedzinska i in., 2009).
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2.4.2 Ochrona antyoksydacyjna

Jak wspomniano wczesniej, (patrz Wstep, p. 2.4.1) nadmierna produkcja RFT
jest bardzo szkodliwa i — w przypadku organizmu cztowieka — moze odpowiadaé za
rozwoj wielu schorzen, np. nowotwordw, choroby Alzheimera i Parkinsona (Turzynska i
in., 2005; Butterfield i in., 2006). Dlatego kazdy organizm posiada system obrony przed
RFT oparty miedzy innymi na dziataniu enzymow antyoksydacyjnych (rys. 2.6).
Najpowszechniej wystepujacymi formami RFT uwalnianymi z mitochondriéw sa
anionorodnik ponadtlenkowy (O,7) i nadtlenek wodoru (H,0,), bedgcy produktem
dysmutacji O,". (Han i in., 2001; Jezek i Hlavata, 2005). Podstawowg ochrone
przeciwko O, w komorkach eukariotycznych stanowi dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD). W zaleznosci od lokalizacji enzym ten moze zawieraé jony manganu
(MnSOD/SOD2 w przypadku wystepowania w matriks mitochondrialnej) lub jony cynku i
miedzi (CuzZnSOD/SOD1 w przypadku lokalizacji w cytozolu, przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriow, jak roéwniez jgdrze, lizosomach i peroksysomach
(Gatecka i in., 2008; Storz 2006; Culotta i in., 2006; Jezek i in., 2005). Obie formy SOD
katalizujg reakcje dysmutacji O~ w H,0,, ktéry moze zosta¢ przeksztatcony w wode
przez inne enzymy antyoksydacyjne, lub rodnik hydroksylowy w obecnosci metali
(Stohs i in., 1995). CuZnSOD jest réwniez zdolna katalizowac nitrowanie tyrozyny w
biatkach (Beckman, 1996) i posiada aktywnos¢ peroksydazy (Potter i in., 2003) i
oksydazy tiolowej (Winterbourn i in., 2002). W ten sposob obie dysmutazy wykazuja
wiasciwosci ochronne i pro-oksydacyjne, a nadmiar badz brak aktywnosci tych
enzymow moze by¢ elementem etiologii choréb (Lushchak i in., 2006).

Waznym elementem antyoksydacyjnego uktadu enzymatycznego sg
peroksydazy glutationowe. W wyniku dziatania peroksydazy glutationowej H,O, zostaje
przeksztalcony w H,O. U drozdzy S. cerevisiae wystepujg trzy peroksydazy
glutationowe, jednak w ich centrum aktywnym zamiast selenocysteiny, jak w przypadku
peroksydaz glutationowych ssakow, wystepuje tylko cysteina, co sprawia, ze sg one
mniej aktywne niz peroksydazy glutationowe ssakéw (Bartosz, 2003). Innym enzymem
antyoksydacyjnym jest reduktaza glutationowa (GR), wystepujgca w cytozolu i
mitochondriach. Umozliwia ona odtworzenie zredukowanego glutationu (GSH), ktéry
petni role kofaktora peroksydazy glutationowej oraz antyutleniacza i zmiatacza RFT (Jo
I in., 2001). Reduktaza glutationowa jest flawoproteing, ktora jako czynnik redukujgcy
wykorzystuje NADPH. GR uczestniczy réwniez w przemianach detoksyfikujgcych tlen.
Na jej udziat w mechanizmach antyoksydacyjnych wskazuje takze wzrost ekspresji,
towarzyszgcy ekspozycji na czynniki prowadzace do stresu oksydacyjnego (Gatecka i

in., 2008). W enzymatycznej obronie komdérek przed wolnymi rodnikami uczestniczy
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rowniez katalaza, zlokalizowana w cytozolu. Przeprowadza ona reakcje
dysproporcjonowania H,O,, ktéra prowadzi do powstania tlenu czgsteczkowego i wody
(Scibor i Czeczot, 2006). Zmiany w aktywnosci opisanych wyzej enzyméw, jak i w
proporcji glutationu zredukowanego do powstajgcego w wyniku jego utleniania disulfidu
glutationu (GSH/GSSG) mogqg by¢ zatem stosowane jako wskaznik poziomu produkcji
RFT przez mitochondria (Jo i in., 2001; Wojtczak i Slyshenkov, 2003).

-9 -+
207* +2H NADPH + Ht¥ NADP+

SOD 2GSH  GSSG —m===> 5GgH

GLUTATIONOWA
H202 + 02 2H20

PEROKSYDAZA
KATALAZA GLUTATIONOWA

1

Rys. 2.6
Aktywnos¢ podstawowych enzymow antyoksydacyjnych (Wedtug Bartosz, 2004).

Podsumowujgc, prawidtowe funkcjonowanie komodrki wymaga skutecznej
komunikacji miedzy jagdrem komorkowym, a pozostatymi organellami, m. in.
mitochondriami. Dlatego tak istotne jest poznanie mechanizméw odpowiadajgcych za
zmiany w poziomie ekspresji i aktywnos$ci biatek mitochondrialnych (Woodson i Chory,
2008). Wiasciwa koordynacja proceséw zachodzgcych w komodrce gwarantuje
prawidtowe jej funkcjonowanie i zapobiega powstaniu wielu schorzen, w tym

nowotworow (Lai i in., 2005; Herber i in., 2010).
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3 Cel pracy

Poniewaz wiekszo$¢ biatek mitochondrialnych kodowana jest przez geny
jadrowe, oczywistym jest istnienie skutecznej komunikacji miedzy mitochondriami i
jadrem komorkowym, umozliwiajgcej dostosowanie funkcjonowania mitochondriéw do
aktualnie istniejgcych warunkéw, ktore wynika¢ mogg miedzy innymi z procesow
zachodzgcych w samych mitochondriach. Przyktadem takiej komunikacji,
obserwowanym u drozdzy Saccharomyces cerevisiae jest zwiekszenie ekspresji
sktadnikéw kompleksu TOM (biatek Tom) w warunkach braku funkcjonalnych genéw
kodujgcych izoformy biatka VDAC (mutanty Aporl i Apor2), szczego6lnie VDACI,
tworzgcej kanat, co zwieksza przepuszczalno$¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej dla
metabolitéw. Jednak natura sygnatu zapoczgtkowujgcego zmiane ekspresji gendéw
jadrowych kodujgcych biatka mitochondrialne i generowanego przez mitochondria jest
w zasadzie nadal nieznana. Dostepne dane wskazujg, ze w komunikacji miedzy
mitochondriami a jgdrem komoérkowym uczestniczy¢é mogg reaktywne formy tlenu
(RFT), co pozostaje w zgodzie z powszechnym charakterem generacji tych czgsteczek
przez mitochondria. Zatem, w ramach niniejszej pracy przedmiotem badanh byt szczep
dziki oraz mutanty Aporl i Apor2 S. cerevisiae i sformutowano nastepujgce cele

badawcze:

1. okreslenie wplywu obecnosci izoform biatka VDAC na wartosci

wewngtrzkomorkowych standw oksydacyjno-redukcyjnych (redoks)

2. zbadanie wptywu wewnatrzkomorkowych standw redoks na poziom ekspresji
i aktywnosci mitochondrialnych i cytoplazmatycznych enzymoéw
antyoksydacyjnych oraz poziom ekspres;ji biatek kanatowych zewnetrznej btony
mitochondrialnej, wchodzgcych w sktad kompleksow aparatu importu biatka

(Tom40 i Tob55/Sam50), a takze przebieg importu biatka do mitochondriow

3. wyznaczenie relacji miedzy stanami redoks a poziomem uwalniania

anionorodnika ponadtlenkowego przez mitochondria

4. sprawdzenie, czy obecnosc¢ izoform biatka VDAC moze byc istotna dla ekspresji
biatek poprzez wptyw na poziom kodujgcych je mRNA, w tym biatek Tom40 i
Tob55/Sam50, enzymow  antyoksydacyjnych,  jgdrowych  czynnikéw
transkrypcyjnych uczestniczacych w adaptacji do zmian stanéw redoks i biatek

uczestniczacych w komunikacji miedzy jadrem komérkowym i mitochondriami

25



4. MATERIALY

4 Materiaty
4.1 Materiat biologiczny

4.1.1 Drozdze Saccharomyces cerevisiae

Mutanty M22-2 i M3-2 oraz wyjsciowy szczep dziki M3 (MATa, lys2, his4, trpl, ade2,
leu2, ura3). Mutant M22-2 - oznaczany symbolem Aporl - zawiera delecje w genie
POR1, kodujgcym biatko VDAC1, natomiast mutant M3-2 - oznaczany symbolem Apor2
- zawiera delecje w obrebie genu POR2, kodujgcym biatko VDAC2 (Blachly-Dyson i in.,
1997). Biatko VDAC1 tworzy funkcjonalny kanat, podczas gdy funkcja biatka VDAC2

jest dotychczas nieznana.

4.1.2 Bakterie Esherichia coli

a. DH5a: deoR; endA1; gyrA96; hsdR17; (rk-mk+); recAl; supE44; fhi-1; A(lacZYA-
argFVv169) ¢80 slacZ AM15; F', &

b. szczep DH1, zawierajgcy konstrukt plazmidowy pb,(1-167) DHFR czyli gen biatka
chimerowego, sktadajgcego sie ze 167 reszt aminokwasowych z konca aminowego
drozdzowego cytochromu b,, tworzacych sekwencje kierujgcg biatko do przestrzeni
miedzybtonowej, oraz mysiej reduktazy dihydrofolianu (DHFR) jako biatka
markerowego, w plazmidzie p-UHE do masowej ekspresji in vivo, indukowanej przez
IPTG (Prof. W. Neupert, Monachium).

4.2 Konstrukty plazmidowe
Konstrukty powstate na bazie wektora pGEM-T Easy, zawierajgce cDNA dla gendow

TOB55 i Su9 — DHFR, wprowadzone za miejscem promotorowym dla polimerazy SP6

4.3 Przeciwciala

a. monoklonalne — skierowane przeciwko mysiej reduktazie dihydrofolianu (DHFR)

b. poliklonalne — skierowane przeciwko biatkom drozdzy S. cerevisiae: Tom40, Tom70,
Mge, Tob55, CuZnSOD, MnSOD

4.4 Pozywki

4.4.1 Pozywki do hodowli drozdzowej
YPD

Baktopepton - 2%

Ekstrakt drozdzowy - 1%

Glukoza - 2%

pH=5,5
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YPG

Baktopepton - 2%
Ekstrakt drozdzowy - 1%
Glicerol - 3%

pH =55

W przypadku pozywek statych dodawano 2% agar. Pozywki sterylizowano przez 20

minut pod cisnieniem 1,5 atmosfery

4.4.2 Pozywka do hodowli bakterii
LB (Luvia — Bertani)

Bakto-trypton - 1%

Ekstrakt drozdzowy - 0,5%

NaCl - 1%

pH=7,0

W przypadku pozywek statych dodawano 2% agar. Pozywki sterylizowano przez 20

minut pod cisnieniem 1,5 atmosfery.

4.5 Bufory do preparacji sferoplastéw
Ptyn |

Tris-SO, - 0,1 M

DTT-10 mM

pH =94

Ptyn 1l
Sorbitol - 1,2 M

bufor fosforanowy - 20 mM
pH=7,4

4.6 Bufory do izolacji mitochondriéw

mannitol X: 0,65 M mannitol, 10 mM Tris-Cl pH =7,4

mannitol A: mannitol X, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,1% BSA, 1 mM PMSF
mannitol B: mannitol X, 0,2 mM EGTA, 0,1% BSA

mannitol C: mannitol X, 0,1% BSA
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4.7 Bufory do elektroforezy, elektrotransferu i immunodetekciji biatek

4.7.1 Bufor Lammli
Tris-HCI - 60 mM

Glicerol - 25%,

B - merkaptoetanol - 14 mM,
Btekit bromofenolowy - 0,1%
SDS - 2%

pH=7,4

4.7.2 Bufor SDS-PAGE
Glicyna - 0,19 M
Tris-HCI - 25 mM
SDS-0,1%

pH = 8,3

4.7.3 Bufor do barwiania zeli akrylamidowych

Btekit Coomasie - 1%
Metanol - 45%
Kwas octowy - 10%

4.7.4 Bufor do odbarwiania zeli akrylamidowych

Metanol - 10%
Kwas octowy - 10%

4.7.5 Bufor do elektrotransferu
Tris-HCI - 20 mM

Glicyna - 0,15 M

SDS - 0,02%

Metanol - 20%

pH = 8,8

4.7.6 Bufor TBS
Tris-HCI - 20 mM
NaCl - 150 mM
pH =75
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4.8 Bufory do importu biatlek do mitochondrium

4.8.1 Bufor do importu biaka Tob55
Sacharoza - 250 mM

EDTA-1mM

KCI - 80 mM

MOPS - KOH - 10 mM

MgCl,- 5 mM

BSA - 3%

pH=7,2

4.8.2 Bufor do importu biatka Su9-DHFR
Mannitol - 0,6 M

Hepes - 50 mM

KCI - 50 mM

MgCl,-10 mM

KH,PO, - 2 mM

EDTA - 2,5 mM

BSA - 3%

pH=6,9

4.8.3 Bufor do importu biatka Pb,-DHFR
Sacharoza - 250 mM

KCI - 20 mM

MOPS-KOH - 10 mM

MgCl, -5 mM

BSA - 3%

Etanol - 20 mM

pH=7,2

4.8.4 Bufor przemywajacy do importu Su9-DHFR
Mannitol - 0,6 M

Hepes - 50 mM

pH = 6,9
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4.8.5 Bufor SM
Sacharoza - 250 mM
MOPS-KOH - 10 mM
pH=7,2

4.9 Inne bufory

4.9.1 Bufory do oczyszczania biaka pbi,-DHFR po nadekspres;ji
Bufor 1:

Sacharoza - 25%

Tris-HCI - 50 mM

pH = 8,0

Bufor 2:

Tris-HCI - 20 mM
EDTA-1mM
PMSF - 1 mM
Tryton X - 100 - 1%
DTT - 50mM
pH=7,4

Bufor 3:

Tris-HCI - 20 mM
EDTA-1mM

PMSF - 1 mM

Tryton X - 100 - 0,1%
DTT - 50 mM
pH=7,4

Bufor 4:

Tris-HCI - 20 mM
EDTA-1mM
PMSF -1 mM
DTT - 50 mM

pH =74
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Bufor 5:

Mocznik - 7 M
Tris-HCI - 50 mM
DTT - 50 mM
pH=7,4

4.9.2 Bufor M

Mannitol - 0,65 M

Hepes - 10 mM

Bufor fosforanowy - 10 mM
KCI-5mM

MgCl, - 4 mM

BSA - 0,2%

pH = 6,9

4.9.3 Bufor HS
Sacharoza - 250 mM
MOPS-KOH - 10 mM
KCI - 120 mM
pH=7,2

4.9.4 Plyn do pomiaru uszkodzenia zewnetrznej blony mitochondrium i stopnia
zuzycia tlenu

Mannitol - 0,65 M

Hepes - 10 mM

KCI - 5mM

Bufor fosforanowy - 10 mM

MgCl, -4 mM

BSA - 0,2%

pH = 6,9

4.9.5 Bufory do elektroforezy kwaséw nukleinowych
TAE

Tris-HCI - 40 mM

Kwas octowy - 0,1142%

EDTA-1mM

pH=8,0
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6x SB

Btekit bromofenolowy - 0,25%
Btekit cyjanowy - 0,25%
Glicerol - 30%

4.10 Zele do elektroforezy

Zel akrylamidowy do elektroforezy biatek

zel rozdzielajgcy 14% zel zageszczajacy 5%

akrylamid/bisakrylamid 30%/0,8% 30%/0,8%

Tris/HCI pH = 8,8 0,25 M -

Tris/HCI pH = 6,8 - 0,06 M

SDS 0,1% 0,1%

APS 0,05% 0,05%

TEMED 0,05% 0,05%
Zel agarozowy do rozdziatu kwasow nukleinowych
Bufor TAE
Agaroza 1%
Bromek etydyny - 0,2 pg/mi
4,11 Startery

TEMPERATURA
NAZWA SEKWENCJA PRZYLACZANIA
STARTERA [°C]

YAP1F 5" CAATCGGTACCAGGAAATGAAAGC3' 57
YAP1R 5"CCTTCCTTAGATGGAACGACATCAZ' 57
GPXF 5" CAAGAACCTGGCTCTGATGAAGAIZ’ 57
GPXR 5"AACTTGTAAACAGGGTCCTCATTG3' 57
MSNA4F 5"AATTGGCGACTTCTGGTGTTGATAI' 57
MSN4R 5"GTTGATGATGTTGAGCTGCATGG3’ 57
MSN2F 5"AGTGTCAACTCAACTGGCAATGGT3' 57
MSN2R 5"CTTCTGGACGGTGTCATTGATTTTC3’ 57
YAP2F 5" AGTGTATCGGGACCAAACCATGTT3' 57
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YAP2R 5" TGCTTCAGATTGGGTTCGAATTGT3' 57
SKN7F 5’ CAGCGACATCCATTGTCAGAAGTT3' 57
SKN7R 5’ GTGTAAATCATCCCTCGTGAATGG3' 57
SIR2F 5" ATCACATTCTTTGGCGAAGCACT3’ 57
SIR2R 5’ GAACGTGGGAAGGAACCATGTT3' 57
HAP4F 5" AAGAGCAGGACTGTAACAATGGCAZ' 57
HAP4R 5" TAGCGTTCGACTTCGACGTAGAAAZ' 57
IFSA1F 5" TGGCTACTTGTCCTTGATGACCAZ' 57
IFSAR 5’ TCTTCACCCATGGCAGAAATGATASZ' 57
HAP1F 5’ ACAAGGCTCAGACTTAGCATCCAAZ' 57
HAP1R 5" AGGATCGTTGTATCCACCAACAACI' 57
PUF3F 5’ GTCCTGGAATTATCTGACTCCGT3’ 57
PUF3R 5’ TGGGTAGATAGATGGTAAATGTGG3' 57
RTG1F 5" AAGCCCAACAAGGGCCAAATTCT3’ 57
RTG1R 5" TTGACAATGGTGCCTGTCTGCTT3’ 57
RTG3F 5’ CTGTCCCAAATGCTTTGATGAATG3' 57
RTG3R 5’ CATAGTGCCAGCATGATTGTGGT 3’ 57
RTG2F 5’ CCAACAGCTGCATTACATGTTGC3’ 57
RTG2R 5’ CAATTCCTATCAGCGCTCTAGCT3’ 57
MASG6F 5" TGAACACCGTCCTGAATCACATTAZ' 61
MAS6R 5" TGTCATGTTTGCCTCTTAGTGCAT3' 61
SSCI1F 5’ TGAACAAATGGTTAACGACGCTG3' 61
SSCIR 5’ TCAAGGAGTTTTCAGTATCGTTGG3' 61
AQY1F 5" ACACGTCGCTTTGACTGCATACAZ' 61
AQY1R 5’ GCCATACAGACCATGCTAAAATGG3' 61
PETOF 5’ TGTTAAGTACGACGGTGCCTTTGA3' 61
PETOR 5’ TGCGACACCTCTTAAGATGTTAGCAZ' 61
AQY2F 5’ GCTCTCATCCAGGTCAATTGATCAT3' 61
AQYR 5’ CCCACCAGAAACACCAGATAGAAAAZ' 61
MKS1F 5’ GTCGATGGATATCCCATCCAAGAAZ' 61
MKS1R 5’ TCAAGCCGTGATATTGTACGTACCAZ' 61
IDH1F 5 CTTTCCTCCACGTTAATGTTGAACC3' 61
IDH1R 5"CTTCTGCGATCGTTTCATGAACTG3' 61
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ZWF1F 5" TAACGAACTGGTCATCAGAGTGCAZ' 61
ZWF1R 5" TGTGACTTGGGTAGCATTTGACAGAIZ' 61
SAMS50F 5" ATACGTCGTTGGGTAATTGCATAGG3' 61
SAM50R 5" AATCTTGCCATTGGGTGCCTTAGT3' 61
SAM35F 5" TTCGATAGTCACTCCATTGGACGTAZ' 61
SAM35R 5" TACTCTTGACGATTTCTCGATGGC3' 61
POR2F 5" ATGTGCACGCTATGCTATGTCAATC3' 61
POR2R 5’ TGGCTTTAGTTCCCACTTGCAAAT3' 61
PDALF 5’ TTTGCTGTGAGAACAACAAGTACGG3' 63
PDA1R 5’ TTGGATGCTTGGTAGACAGCTAGAAZ' 63
AKTYNAF 5’ CCACCATGTTCCCAGGTATTGC3' 63
AKTYNAR | 5’ CACCAATCCAGACGGAGTACTTTC3' 63
TOMY70F 5’ CAGACAAGAACGATTTTGACAAGG3' 59
TOM70R 5’ AACAAAGTGGCTTTACCGACCAAZ' 59
SOD1F 5’ GCTCCAACTGACGAAGTCAGAC3' 61
SOD1R 5’ GGTAGGACCGATAAGCTTGATCAAZ' 61
MGEF 5’ CAATGGCACCAAGAACTCCTTTTG3' 63
MGER 5"CTTTGGATTCTTCACTTTTGGCTTC3' 63
SOD2F 5’ CGAGCTGATTAAGTTGACCAACACAZ' 61
SOD2R 5" TGACGGTATCCTGGTTGTAGGTTT3' 61
TOM40F 5" AAATGTCGAGGCAGGTATCGAAACS' 61
TOM40R 5" TTAGCACCAATAGTGGTAGAACCCT3' 61
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5 Wykaz stosowanych odczynnikéw

Zestawy odczynnikow

- ,Clean Up” — zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych

(A&A Biotechnology)

- ,Plasmid Mini” — zestaw do izolacji ultraczystego DNA plazmidowego

(A&A Biotechnology)

- ,Gel — Out” — zestaw do oczyszcznia DNA z zelu (A&A Biotechnology)

- HotStart-IT® SYBR® Green qPCR Master Mix with UDG (2X)

zestaw do PCR w czasie rzeczywistym (USB)

- RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit — zestaw do odwrotnej
transkrypcji (Fermentas)

- odczynniki do reakcji PCR — 25mM MgCl,, 10mM dNTP, 10X Bufor Taqg zawierajgcy
(NH,),S0O, (Fermentas)

- ,Rabbit Reticulocyte Lysate System”- odczynniki do translacji in vitro (Promega)

Enzymy
Deoksyrybonukleaza | (DNase I, RNAse-free, 1 U/ul, Fermentas)

Polimeraza Taq — 5 U/ul (Fermentas)

Rnasin — 40 U/ul (Promega)

Rybonukleaza A — 10 mg/ml (Fermentas)

Polimeraza RNA SP6 — 20 U/ul (Promega)

Ligaza DNA T4 — 5 U/ul (Promega)

Zymoliaza — 100T — z Atthrobacter luteus [100000 U/g] — Seikagaku Corporation
(Japonia)

Glioksalaza | — (Sigma)

Reduktaza gutationowa — (Sigma)

Dysmutaza anionorodnika (SOD) — (Sigma)

Antybiotyki
Ampicylina (100 pg/ml) — Sigma
Karbenicylina (100 pg/ml) — Sigma

Markery masy czasteczkowej kwaséw nukleinowych i biatek

Gene ruler 100bp (Fermentas), dtugosc¢ fragmentéw: 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 pz.

Page ruler Prestained Protein Ladder 11-170kDa (Fermentas)
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Odczynnik firmy Bio-Rad:

Coomasie Brilliant Blue G-250, przeciwciato Il-rzedowe: Goat Anti — Rabbit Ig (H+L)

sprzezone z peroksydazg;

Odczynniki firmy Difco:

baktopepton, baktotrypton, ekstrakt drozdzowy;

Odczynniki firmy Serva:
PMSF, Ponceau S, SDS, TRIS;

Odczynniki firmy Sigma:

a-amanityna, akrylamid, ADP, AMP, antymycyna A, APS, askorbinian, ATP,
bisakrylamid, BSA fr.V, cykloheksymid, cytochrom c, glicerol, glicyna, Hepes,
sacharoza, TEMED, sorbitol, EGTA, EDTA, glicerol, IPTG, menadion, metotreksat,
MOPS, NADH, octan sodu, TMPD, Tryton X-100, walinomycyna;

Odczynniki firmy Promega:

DTT, 7-metyloguanozyna (7mG (5) ppp (5)G), lizat z retikulocytow krélika do

przeprowadzenia translacji in vitro, Tween20, 5x stezony bufor do transkrypciji in vitro;

Odczynniki firmy POCH Gliwice:

B-merkaptoetanol, btekit bromofenolowy, chloroform, kwas tréjchlorooctowy;

Odczynniki firmy Chempur

alkohol izopropylowy/izoamylowy, chloroform, KCI, metanol, NaCl, 75% etanol;

Odczynniki innych firm:

Odczynniki ECL, — Amersham, Pharmacia Biotech, mannitol — Fluka, Trisol —
Invitrogen, X-Gal (Fermentas), [*>S] metionina [1175 Ci/mmol] - Hartmann analytic,

startery DNA — syntetyzowane w |.B.B. Warszawa,;
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6 Metody

6.1 Hodowla drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Hodowle prowadzono w temperaturze 28°C przy ciggtym wytrzgsaniu
na wytrzgsarce Certomat R przy 180 rpm, w kolbach Erlenmeyera (100 ml) i
Farenbacha (2 1), zawierajgcych odpowiednio 25 ml i 850 ml pozywki.

Pozywki glukozowe (25 ml) stosowane byly, aby uzyskac¢ odpowiednie inokulum
przy przenoszeniu okreslonych szczepéw drozdzy ze statej pozywki glukozowej na
ptynng pozywke glicerolowg. Hodowle w matej objetosci pozywki glicerolowej (25 ml)
prowadzono w celu adaptacji hodowanych szczepéw do warunkéw tlenowych oraz
uzyskania odpowiedniego inokulum do hodowli masowych w duzych objetosciach (850
ml).

Wzrost hodowli kontrolowano, mierzac gestos¢ optyczng (OD/ml) przy dtugosci
fali A=546 nm. Pomiary przeprowadzono przy pomocy spektrofotometru Shimadzu
UVPC-1602C.

Czas generacji badanych szczepéw:

pozywka glicerolowa szczep dziki Aporl Apor2
25 ml 4,4 h 8,8 h 4,6 h
850 ml 2,8h 4,4 h 3,6h

Hodowle prowadzono do osiggniecia fazy logarytmicznej (OD ~ 1,0) i stacjonarnej (OD
~ 2,0).

6.1.1 Modyfikacje hodowli drozdzowych
Po osiggnieciu przez hodowle komérek drozdzy OD ~ 0,1, do hodowli podawano
menadion (10 pM) lub askorbinian (10 mM), nastepnie prowadzono wzrost hodowli do

osiggniecia fazy logarytmicznej (OD = 1,0).

6.1.2 Przygotowywanie stokéw drozdzowych
Przygotowano 15% glicerol w wodzie kwarcowej i sterylizowano w autoklawie.
Pobierano sterylnie kolonie z szalki i worteksowano przez 5 minut. Zamrazano w

ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

6.2 Badanie wplywu inhibitora transkrypcji i translacji
Drozdze zbierano w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu, odwirowywano
od pozywki i nastepnie zawieszano w swiezej pozywce, 3 ml/g komérek. «-amanityne

(inhibitor transkrypcji) i cykloheksymid (inhibitor translacji) podawano w ostatecznych
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stezeniach odpowiednio 40 pg/ml i 7,5 pg/ml. Komorki wytrzgsano przez 60 min. w
inkubatorze stotowym Brunswick C-24 przy 180 rpm w temperaturze 28°C. Po inkubacji

drozdze przemywano wodg destylowang i odwirowywano 3000xg przez 10 minut.

6.3 Preparacja sferoplastéw drozdzy

Drozdze zbierano w logarytmicznej fazie wzrostu (OD =~ 1,0) oraz w stacjonarnej
fazie wzrostu (OD ~ 2,0). Komorki zostaty oddzielone od pozywki na drodze wirowania
przy 3000xg przez 10 min. Osad przemywano wodag bidestylowang i nastepnie
wirowano przy 3000xg przez 10 min. (procedure powtarzano dwukrotnie). Osad
zawieszano w plynie inkubacyjnym | (patrz Materiaty p. 4.5), stosujgc 6 ml ptynu
inkubacyjnego na 1 g Swiezej masy komorek. Nastepnie komorki inkubowano w 28°C
na wytrzgsarce Certomat R przy 120 rpm przez 15 min. Komérki wirowano przy 3000xg
przez 10 min., a nastepnie przeptukiwano 1,2 M sorbitolem i zawieszano w ptynie
inkubacyjnym Il (patrz Materiaty p. 4.5), w proporcji 6 ml ptynu/1g osadu. Otrzymang
zawiesine tagodnie wytrzgsano w inkubatorze stotowym typu Brunswick C-24 przy 120
rom, w temperaturze 28°C. Do zawiesiny dodawano zymoliaze 100T (Seikagau
Corporation, 100000 U/g) w proporcji 1 mg na 1 g osadu. Kontrole trawienia
prowadzono przez pomiar spadku gestosci optycznej przy diugosci fali A=546 nm.
Probki do pomiaréw (5 pl/ml wody) pobierano w odstepach 5 min. Trawienie Sciany
komorkowej drozdzy konczono, gdy warto$¢ gestosci optycznej réwna byta 20%
wartosci poczatkowej (ok. 35 min.). Sferoplasty odwirowywano przy 3000xg przez 10

min. Osad ptukano dwukrotnie 1,2 M sorbitolem.

6.4 lzolacja mitochondriéw i frakcji cytozolowej

Preparacje mitochondriéw drozdzy drogg wirowania roznicowego prowadzono
wedtug procedury opisanej przez Dauma i in. (1982). Sktad ptynéw do izolacji podano w
rozdziale ,Materiaty”, p. 4.6.

Sferoplasty zawieszano w mannitolu A w proporcji 6 ml ptynu na 1 g
sferoplastow. Homogenizacje prowadzono recznie w homogenizatorze szklanym
Dounca, stosujgc 10 suwéw. Powstaty homogenat wirowano przy 1000xg przez 10 min.
Supernatant zbierano, a osad zawieszano ponownie w mannitolu A i homogenizowano
jak wyzej. Po drugiej homogenizacji zawiesine wirowano jak poprzednio. Uzyskane
supernatanty tgczono, a nastepnie wirowano przy 10000xg przez 10 min. Supernatant,
ktéry stanowi frakcje cytozolowg (Sturtz i in., 2001), zachowywano do dalszych badan.
Osad mitochondriéw zawieszano w mannitolu B i wirowano przy 1000xg przez 5 min w
celu pozbycia sie pozostatych komoérek. Otrzymany supernatant wirowano przy

10000xg przez 10 min. Osad, stanowigcy frakcje mitochondrialng, dwukrotnie
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przemywano mannitolem B i wirowano jak wyzej. Nastepnie mitochondria zawieszono

w mannitolu C. Cato$¢ preparacji prowadzono w temperaturze 0-4°C.

6.4.1 Badanie jakosci preparatu mitochondrialnego

Dla kazdego preparatu mitochondrialnego przeprowadzano test pozwalajgcy
okresli¢ integralnos¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej i stopieh sprzezenia
energetycznego. Pomiary zuzycia tlenu prowadzono w temperaturze 25°C, przy uzyciu
elektrody tlenowej Rank (Rank Bros. Cambridge) w 0,5 ml ptynu inkubacyjnego o
pH 6,9 i skladzie: 0,65 M Mannitol, 10 mM Hepes, 5 mM KCI, 10 mM bufor fosforanowy,
4 mM MgCl,, 0,2% BSA. 1 ml ptynu inkubacyjnego zawiera 480 nAtO (240 nmoli O2)
wedtug Estabrook i in. (1967). Elektrode tlenowg kalibrowano za pomoca silnego
reduktora Na,S,0,. Zapis szybkosci zuzycia tlenu rejestrowano przy uzyciu
dwukanatowego rejestratora potencjometrycznego TZ 4620.

W oznaczaniu stopnia integralnosci zewnetrznej btony mitochondrialnej
wykorzystywano wzrost aktywnosci oksydazy cytochromowej, stymulowany dodaniem
zredukowanego cytochromu c do inkubacji, obserwowany w przypadku uszkodzenia
btony zewnetrznej (Wikstrom i Casey, 1985; Douce i in. 1984). Miarg maksymalne;j
aktywnosci oksydazy cytochromowej byto utlenianie TMPD. W pomiarach integralnosci
btony zewnetrznej stosowano nastepujgce podania: 0,5 mg biatka mitochondrialnego,
antymycyna (5 pg/mg biatka mitochondrialnego), 8 mM askorbinian, 0,06% cytochrom
¢, 1 mM TMPD. Wartosci wspétczynnika integralnosci btony zewnetrznej wyznaczano

stosujgc wzor:

R=(Vcytochrom-Vaskorbinian)/(VTMPD-Vaskorbinian) * 100%

Pomiary stopnia sprzezenia energetycznego polegaty na wyznaczeniu wartosci
wspotczynnika kontroli oddechowej (KO lub KO’; patrz p.1, Wykaz stosowanych
skrotow). W pomiarach tych stosowano nastepujgce poddania: 1 mg biatka
mitochondrialnego, 1 mM NADH, 160 uM ADP (szczep dziki i mutant Apor2) lub 800
uM ADP (mutant Apor1), 1 uM FCCP. Warto$s¢ wspotczynnika kontroli oddechowe;j
(KO) wyznaczano wedtug Chance’a i Williamsa (1956), z uwzglednieniem stanu
spoczynkowego (stan 4), nastepujgcego po wygasnieciu stanu fosforylacyjnego (stan

3). W przypadku KO’ wykorzystano stan oddechowy poprzedzajgcy stan 3, czyli stan 2.

6.5 Preparacja mitoplastéw
W celu otrzymania mitoplastéw stosowano 2 pg mitochondriow na 1 ul buforu

Hepes (pH 6,9, stezenie koncowe - 20 mM). Proby wytrzgsano 20 minut w
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temperaturze 0°C, a nastepnie wirowano 12000xg przez 10 minut. Osad rozpuszczano

w wyjsciowej objetosci mannitolu C.

6.6 Metody pracy z biatkami
6.6.1 Pomiar stezenia biatka metoda Bradford

Stezenie biatka oznaczano metodg Bradford (1967). W celu wyznaczenia
krzywej wzorcowej rozcienczano odttuszczong BSA, by uzyskac roztwory o objetosci 50
pl, zawierajgce od 1,25, do 20 ug biatka. Nastepnie do kazdej z badanych préb oraz do
standardu BSA dodawano 2,5 ml pieciokrotnie rozcienczonego odczynnika Bradford
(Bio-Rad). Catos¢ inkubowano przez 15 minut i dokonywano pomiaru absorbanciji przy
dtugosci fali A=595 nm. Na krzywg wzorcowg nanoszono odczyty OD préb biatka o

nieznanym stezeniu.

6.6.2 Wytracanie biatka

50 ug preparatu biatkowego dopetniano wodg do 100 pl. Dodawano 20 pl 72%
TCA. Przechowywano w -20°C przez 10 minut. Po rozmrozeniu wirowano 50 minut,
20000xg w temperaturze 2°C. Supernatant usuwano, a osad przemywano 1 ml
schtodzonego acetonu (-20°C). Wirowano przez 15 minut w tych samych warunkach.
Osad suszono przez 3 minuty w 52°C, a nastepnie rozpuszczano w buforze LAmmli i

wytrzgsano przez ok. 30 minut w 25°C.

6.6.3 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu
sodu (SDS-PAGE)

Elektroforeze prowadzono wedtug zmodyfikowanej metody Lammliego (1970).
Badane preparaty zawieszano w buforze Lammli (patrz Materiaty 4.7.1). Préby
denaturowano przez 3 minuty w 95°C. Elektroforeze prowadzono w buforze SDS-PAGE
(patrz Materiaty 4.7.2) przy natezeniu 30 mA przez okoto 2 godziny (w aparacie do
elektroforezy firmy Kucharczyk).

Rozdzielone biatka poddawano transferowi na nitroceluloze w przypadku
pbzniejszego przeprowadzania immunodetekcji badz w przypadku biatek znakowanych
[**S] metioning, zele barwiono w roztworze barwigcym (patrz Materiaty p. 4.7.3) i

odbarwiano w roztworze odbarwiajgcym (patrz Materiaty p.4.7.4)

6.6.4 Elektrotransfer p6tsuchy
Rozdzielone elektroforetycznie biatka przenoszono na nitroceluloze metodg
elektrotransferu potsuchego (w aparacie firmy Kucharczyk). W aparacie do

elektrotransferu uktadano kolejno: trzy warstwy bibuty Whatman, nitroceluloze, zel i
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ponownie 3 warstwy bibuly. Bibute i nitroceluloze nasgczano buforem do
elektrotransferu (patrz Materiaty p.4.7.5). Elektrotransfer prowadzono przy natezeniu
250 mA przez 75 min., przy maksymalnym napieciu 20 V. Po zakonczeniu
elektrotransferu nitroceluloze barwiono w 0,2% roztworze Ponceau w 3% TCA przez 2

minuty, po czym ptukano wodg bidestylowang.

6.6.5 Immunodetekcja biatek

W celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciat na
uzyskanym blocie, arkusz nitrocelulozy inkubowano z lekkim wytrzgsaniem przez 45
minut w 5% roztworze odttuszczonego mleka w proszku w buforze TBS (patrz Materiaty
4.7.6). Nastepnie blot inkubowano godzine z przeciwciatem |-rzedowym (1:500) i
przemywano: dwa razy po 5 minut w buforze TBS-Tween (0,05% Tween 20) i jeden raz
5 minut w buforze TBS. Nastepnie blot inkubowano w roztworze przeciwciata Il-
rzedowego, sprzezonego z peroksydazg. Przeciwciato ll-rzedowe rozciehnczano w
stosunku 1:5000, w roztworze 5% odttuszczonego mleka w proszku w buforze TBS.
Nitroceluloze ponownie przeptukiwano (jak powyzej).

Peroksydaza sprzezona z przeciwciatem Il-rzgdowym umozliwia emisje Swiatta,
dzieki utlenianiu luminalu. Reakcja ta ulega wzmocnieniu w obecnosci wzmacniaczy
typu fenoli. Luminal i wzmacniacze sg sktadnikami tzw. odczynnikéw ECL. Nitroceluloze
inkubowano przez 2 minuty w mieszaninie (1:1) odczynnikéw ECL, umieszczano w foli i
przenoszono do kasety, po czym naktadano klisze rentgenowska (Fuji Medical RX). Po
5-30 minutowej ekspozycji klisze wywotywano. Intensywnosé uzyskanych pragzkéw

wyznaczano za pomocg programu ScanPack 3.0, po uprzednim zeskanowaniu kliszy.

6.7 Pomiar uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego

Poziom uwalniania O, z mitochondriéw i mitoplastow odzwierciedla szybko$é
redukcji przez btekit nitrotetrazolowy (NBT). Inkubacje mitochondriow prowadzono w
buforze M (patrz Materiaty p. 4.9.2). Szybko$¢ redukcji NBT mierzono
spektrofotometrycznie, przy dlugosci fali A = 560 nm i w obecnoéci etanolu jako
substratu oddechowego. Stosowano: 100 ug mitochondriéw, 30 mM etanol, NBT (0,07
mg/ml), podawany po 30 sekundach. Jako kontrole uwalniania anionorodnika
stosowano podanie dysmutazy anionorodnika ponadtlenkowego. Do przeprowadzenia

doswiadczenia uzywano spektrofotometr UV 1602, Shimadzu.

6.8 Okreslenie wewnatrzkomérkowego stanu redoks
Wartosci stanu redoks w obrebie frakcji cytozolowej i mitochondriow
odpowiadajg wartosciom wskaznika GSH/(GSH+GSSG). Stezenia GSH+GSSG i GSH
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(w nmol/mg biatka) wyznaczano odpowiednio w obecnosci reduktazy glutationowe;j i

glioksalazy | (wedtug Bartosz, 2003)

Oznaczenie catkowitego stezenia glutationu (GSH + GSSG)

Metoda wykorzystuje utlenianie glutationu przez DTNB i redukcje przez
NADPH, a miarg stezenia glutationu w probie jest szybkos¢ przyrostu absorbancii.

1 ml zawiesiny mitochondriéw/cytozolu poddawano ekstrakcji przez 30 min. w
0°C dodajac 0,5 ml roztworu zawierajacego 2 mM EDTA i 1 M PCA, po czym wirowano
przez 15 min przy 12000xg. W celu zobojetnienia do supernatantu dodawano bufor
MOPS-KOH (0,3 M MOPS w 2 M KOH) i ponownie wirowano. Supernatant
natychmiast wykorzystywano do pomiaréw.

Do kuwety spektrofotometrycznej podawano 1000 ul 0,1 M buforu
fosforanowego, zawierajagcego 1 mM EDTA, pH 7,0, 100 pl supernatantu
zawierajgcego 0,5-2 nM glutationu, 50 ul roztworu NADPH (o stezeniu 4 mg/ml w 0,5%
NaHCO3), 20 ul roztworu DTNB (o stezeniu 1,5 mg/ml w 5% NaHCO3) i 20 pl roztworu
reduktazy glutationowej (roztwér reduktazy glutationowej o aktywnosci 6 U/ml —
preparat handlowy rozcienczony w 0,1 M buforze fosforanowym z 1 mM EDTA, pH
7,0). Po wymieszaniu mierzono absorbancje przy 412 nm jako funkcje czasu.
Rownolegle przygotowywano i mierzono probe kontrolng, do ktérej podawano 100 pl
wody zamiast supernatantu. Krzywg wzorcowg przygotowywano przez podawanie
zamiast badanego supernatantu, roztworu GSSG, otrzymanego przez rozcienczanie 1
mM roztworu GSSG w wodzie, zobojetnionego NaOH o pH 7,0, w zakresie 0-2 uM.
Przy obliczeniach uwzgledniano rozcienczanie wynikajgce z przygotowania ekstraktow

i ich zobojetniania.

Oznaczenie stezenia GSH

W obecnosci glioksalazy | glutation reaguje z metyloglioksalem, tworzac barwny
koniugat (s — laktoiloglutation), ktérego stezenie oznacza sie poprzez pomiar
absorbanciji.

Do kuwety spektrofotometrycznej podawano: 50 mM bufor fosforanowy, pH 7,0,
porcje ekstraktu zawierajacg 2 — 100 nmol GSH i 2 pl glioksalazy 1 (1000 U/ml).
Catkowita objeto$¢ ptynu wynosita 1 ml. Absorbancje mierzono przy 240 nm. Reakcje
rozpoczynano podaniem 20 pl metyloglioksalu (110 mM roztwor metyloglioksalu — 20
ul metyloglioksalu rozcienczono 1 ml buforu fosforanowego, pH 7,0). Réwnolegle
mierzono prébe kontrolng bez ekstraktu. Stezenie GSH mierzono w preparacie na

podstawie krzywej wzorcowej, dodajgc rézne ilosci 1 mM roztworu GSH, zamiast

42



6. METODY

ekstraktu. Uwzgledniano rozcienczenie wynikajgce z przygotowania ekstraktow i ich

zobojetniania

6.9 Pomiar aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych

Reduktaza glutationowa (GR)

Aktywnosé GR oznaczano spektrofotometrycznie poprzez pomiar szybkosSci
utleniania NADPH w czasie redukcji GSSG przy 340 nm. Badang probke dodawano do
mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej 50 mM bufor fosforanowy (pH 7,0) z dodatkiem 0,5
mM EDTA oraz 0,25 mM NADPH. Przed dodaniem GSSG do koncowego stezenia 1
mM i pomiarem spektrofotometrycznym prébke inkubowano przez 1 min w

temperaturze pokojowej. Pomiaru dokonywano w objetosci 1,5 ml.

Peroksydaza glutationowa (GP)

Aktywnos¢ GP oznaczano spektrofotometrycznie poprzez pomiar szybkosSci
utleniania NADPH przy 340 nm. Mieszanina reakcyjna zawierata: 50 mM bufor
fosforanowy (pH 7,0), 5 mM glutation, 1 mM t-BHT, 0,16 mM NADPH, 1 mM NaNs, 0,24
U/ml GR oraz 50-100 pg mitochondriow. Przed dodaniem t-BHT mieszanine
inkubowano 5 min. w 25°C. Reakcje zapoczatkowywato podawanie t-BHT. Spadek
absorbancji mierzono przez 1 min. Do kazdego oznaczenia stosowano trzy proby
kontrolne:

(1) — z pominieciem GSH (w celu wyeliminowania niezaleznego od GSH utleniania
NADPH)
(2) — z pominigciem t-BHT (w celu wyeliminowania niezaleznego od GP utleniania
NADPH)
(3) — z pominieciem ekstraktu (w celu wyeliminowania niezaleznego od GP utleniania
NADPH)

W celu uzyskania aktywnosci GP, stosowano nastepujgce réwnanie:
Aktywnos¢é GP = badana préba — (1) + (2) + (3)
(Jednostka aktywnosci — ilo§¢ enzymu, utleniajgca 1 ymol glutationu na minute, w

temperaturze 25°C)

Pomiaru dokonywano w objetosci 1 ml.
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Katalaza

Aktywnosé katalazy oznaczano przez pomiar szybkosci spadku stezenia
nadtlenku wodoru. Szybkos¢ te obserwowano, mierzgc spadek absorbancji przy
dtugosci fali 240 nm, w 2 ml mieszaniny reakcyjnej: 50 mM bufor fosforanowy (pH 7,0),
0,5 mM EDTA, 10 mM H,0, i 50 pg frakcji cytozolowej.

Dysmutazy ponadtlenkowe (CuZnSOD i MnSOD)

Aktywnos¢ enzymow mierzono z wykorzystaniem metody cytochromowej (Rice-
Evans i in., 1991). Mieszanina reakcyjna posiadata nastepujgcy sktad: 50 mM bufor
fosforanowy (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 7 pg/ml ksantyna, 0,23 mg/ml cytochrom c, 0,2
U/ml oksydaza ksantynowa, 10-30 ug frakcji cytozolowej lub 5-20 pg mitochondriow.
Whytwarzanie O2°, potgczone z redukcjg cytochromu ¢ obserwowano mierzgc spadek

absorbancji przy dtugosci fali 550 nm, w obecnosci 5 mM KCN (inhibitor CuZnSOD).

6.10 Metody stosowane w ocenie ekspresji gendéw na poziomie mRNA
6.10.1 Izolacja RNA z drozdzy z wykorzystaniem Trizolu

Okoto 1 g komoérek drozdzowych odwirowywano w sterylnej probdwce o
objetosci 50 ml i zamrazano w ciektym azocie. Nastepnie homogenizowano z Trizolem
(2 ml na 100 mg komorek) przez 2 minuty. Preparat pozostawiono na 10 minut w
temperaturze pokojowej, po czym przenoszono do probowki Eppendorfa. Dodawano
0,2 ml chloroformu na 1 ml Trizolu. Intensywnie wytrzgsano przez 20 sekund, a
nastepnie inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Wirowano przez 15
minut w temperaturze 2°C przy 12000xg. Faze wodng (gérng) przenoszono do nowych
probowek. Dodawano izopropanol (0,5 ml na 1 ml Trizolu) i inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej, co jaki§ czas mieszajgc przez odwracanie probowek.
Wirowano (10 minut, 12000g, 4°C), osad przemywano 75% etanolem (1 ml), a

nastepnie suszono na powietrzu. Rozpuszczano w 50 pl wody wolnej od RNaz.

6.10.2 Traktowanie preparatow RNA DNaza

Reakcje przeprowadzano w temperaturze 37°C przez 60 minut. Dodawano bufor
,otop”, po czym proby inkubowano przez 10 minut w temperaturze 65°C. Skiad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli.
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RNA 5 ug
Bufor dla DNazy (10x) 5ul
DNaza (1 U/ul) 7ul
Woda do 50 ul

6.10.3 Odwrotna transkrypcja

Do przeprowadzania doswiadczenia stosowano zestaw do odwrotnej
transkrypcji - RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas).
Reakcja zachodzita w objetosci 60 pl. W pierwszym etapie dodawano do probowek (o
objetosci 0,5 ml) 3 pul startera Oligo (dT)s (0,5 pg/ul) oraz 5 pg RNA. Dopetniano wodg
do objetosci 36 pl i w temperaturze 75°C przez 10 minut nastepowata denaturacja RNA.

Préby umieszczano w lodzie na 5 minut, a nastepnie dodawano pozostate odczynniki:

Woda 4.5 ul
Bufor dla odwrotnej transkryptazy (5 x) 12 pl
Inhibitor rybonukleaz (40 U/ul) 1,5ul
dNTP (10 mM) 3ul
odwrotna transkryptaza 3ul

Préby umieszczono w termocyklerze Eppendorf Mastercycler, ustawionym na
profil termiczny: 42°C przez 60 minut, 70°C przez 10 minut, schtadzanie do 4°C.

Uzyskane cDNA rozcienczano osmiokrotnie i stosowano jako matryce do reakcji PCR.

6.10.4 PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje przeprowadzano w aparacie Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR System, z wykorzystaniem ptytek 384 — dotkowych. Do reakcji, zachodzace;j
w objetosci 20 ul, stosowano zestaw HotStart-IT® SYBR® Green gPCR Master Mix,
0,25 uM startery oraz cDNA uzyskane z 68 ng catkowitego RNA. Jako kontrole
negatywng stosowano proby bez cDNA. Przeprowadzono 9 reakcji (3 powtérzenia
techniczne i trzy powtOrzenia biologiczne) dla kazdego typu hodowli. Reakcje

prowadzono wedtug programu:

Denaturacja 95°C 4 minuty
Denaturacja 95°C 15 sekund
Przylgczanie starteréw |57-63°C | 15 sekund |40 cykli
Elongacja 72°C 40 sekund
Schtadzanie do 4°C
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Ostatni etap profilu termicznego stanowita analiza jakosci (specyficznosc,
obecno$¢ zanieczyszczen i obecnos¢ dimeréw starterow) powstajgcych produktéw z
wykorzystaniem krzywej topnienia w zakresie temperatur od 60 do 95°C. W celu
przeliczenia poziomu fluorescencji na liczbe kopii czgsteczek cDNA, kodujgcego
badane geny, zastosowano serie rozcienczen (100, 1000, 10000, 100000, 1000000
czasteczek) amplikonu, ktéry wczesniej zostat zrekombinowany z wektorem pGEM-T
Easy. Przeliczenia zostaty wykonane z wykorzystaniem oprogramowania SDS 2.3
(Applied Biosystems). Poziom ekspresji badanych gendéw okreslono poprzez

poréwnanie z liczbg czgsteczek cDNA genow kontrolnych (ACT1 i MGE)

6.11 Metody stosowane podczas klonowania DNA
6.11.1 Amplifikacja metoda PCR

Amplifikacje przeprowadzano przy uzyciu termocyklera Biometra T3. Stezenia
reagentéw w mieszaninie reakcyjnej wynosity: 0,2 uM dNTP, 1,5 mM Mg?, 0,25 uM
startery, 0,01-5 ng matrycy DNA, 2 U/100 ul polimerazy Taqg. Reakcje prowadzono w

objetosciach 15 — 30 pl, wedtug profilu termicznego:

Denaturacja 95°C 2 minuty
Denaturacja 95°C 15 sekund
Przylaczanie starteréw |57-63°C |10 sekund |28 cykli
Elongacja 72°C 35 sekund
Elongacja 72°C 5 minut

Schiadzanie do 4°C

6.11.2 Ligacja

Ligacje do wektora pGEM-T Easy przeprowadzano z uzyciem 10 ng wektora.
Stosunek pmoli koncéw wektora do insertu wynosit 1:3. Stosowano 2 U T4 DNA ligazy
na 10 pl mieszaniny ligacyjnej. Reakcje prowadzone byly przez noc w temperaturze
4°C.

6.11.3 Transformacja komérek kompetentnych mieszaning ligacyjna

10 pl mieszaniny ligacyjnej dodawano do 100 pl komoérek kompetentnych DH5a.
Komoérki inkubowano w lodzie przez 1 godzine. Nastepnie przez 1,5 minuty

przeprowadzano szok cieplny w temperaturze 42°C i ponownie umieszczano w lodzie
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na 5 minut. Wysiewano na szalki z karbenicyling (100 pg/ml), na ktére wczesniej
nanoszono po 40 pl IPTG (100 mM) oraz X-Gal (2%). Szalki inkubowano przez noc w

temperaturze 37°C.

6.11.4 Przeszczepienie kolonii bakteryjnych

Kolonie bakterii z wbudowanym insertem zostaty przeszczepione na nowg
pozywke LB (tzw. kwadraty). O obecnosci insertu w plazmidzie $wiadczyt biaty kolor
kolonii. Wprowadzony fragment inaktywowat gen B — galaktozydazy, rozktadajgcy X —

Gal do produktu o zabarwieniu niebieskim.

6.11.5 Zaszczepienie pozywek do izolacji plazmidéw
Z kazdego ,kwadratu” zostata pobrana sterylng koncowka do pipety niewielka
ilos¢ bakterii i przeniesiona do pitynnej pozywki LB z karbenicyling. Hodowla byta

prowadzona na wytrzgsarce przy 150 rpm w 37°C przez 18 godzin.

6.11.6 Izolacja ultraczystego plazmidowego DNA
Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzano zgodnie z protokotem dotgczonym

do zestawu Plasmid Mini firmy A&A Biotechnology.

6.11.7 Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych

Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych przeprowadzano w Zelu
agarozowym z bromkiem etydyny (o stezeniu 0,2 pg/ml) w buforze TAE (patrz
Materiaty, p. 4.9.5) przy natezeniu 60 mA. Analizowane kwasy nukleinowe przed
naktadaniem na zel mieszano z barwnikiem 6xSB. Do elektroforezy plazmidéw
stosowano zele z 1% agarozg. RNA, DNA i produkty reakcji PCR rozdzielano w zelach
1,2%.

6.11.8 Sekwencjonowanie
Sekwencjonowanie przeprowadzono przy uzyciu odczynnikéw i sprzetu CEQ
2000 Dye Terminator Sequencing firmy Beckman Coulter zgodnie z zaleceniami

producenta w Pracowni Technik Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii UAM.

6.12 Nadekspresja biatka pb;,-DHFR

Szczep DH1, zawierajgcy plazmid pby(1-167)DHFR, wysiano na ptytke z
ampicyling (70 pg/ml) i inkubowano przez 16 godzin w 37°C. Pojedynczg kolonie
przeszczepiono na nowg ptytke z antybiotykiem i inkubowano jak powyzej. Pojedyncza

kolonia zostata pobrana i przeszczepiona do 25 ml ptynnej pozywki, zawierajgcej
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ampicyline o stezeniu 200 pg/ml. Po nocnej hodowli zaszczepiono 250 ml pozywki, w
stosunku 1:1000 i wytrzgsano w 37°C. Po ok. 4 godzinach, gdy ODgy Wynosito ok. 0,5,
podawano 1 mM IPTG i wytrzgsano przez godzine. Hodowle wirowano przez 10 minut

przy 3000xg. Osad zamrazano w cieklym azocie.

6.13 Oczyszczanie biatka pbi,-DHFR po nadekspresiji

Osad bakteryjny zebrany ze 100 ml hodowli zawieszono w 2 ml buforu 1 (patrz
Materiaty, p. 4.9.1). Podawano 2 mg lizozymu i inkubowano z wytrzgsaniem 30 rpm w
temperaturze pokojowej. Podawano EDTA do koncowego stezenia 25 mM i Tryton
X-100 do stezenia 2%. Sonikacje prowadzono w warunkach chtodniczych, 3x15
sekund, z przerwami 30-sekundowymi, w pozycji ,2”. Wirowano przez 30 minut,
50000xg, 4°C. Do osadu dodawano 10 ml buforu 2 (patrz Materiaty, p. 4.9.1).
Sonikowano 1x15 sekund w pozycji ,17, 2x15 sekund w pozycji ,2", 3x15 sekund w
pozycji ,3”, 7X15 sekund w pozyciji ,4”. Wirowano jak poprzednio. Do osadu podawano
10 ml buforu 3 (patrz Materiaty, p. 4.9.1), sonikowano 7x15 sekund w pozycji ,4” i
wirowano jak poprzednio. Do osadu podawano 10 ml buforu 4 (patrz Materiaty, p.
4.9.1). Sonikowano 4x15 sekund w pozycji 4. Wirowano jak poprzednio. Do osadu
podawano 0,4 ml buforu 5 (patrz Materiaty, p. 4.9.1) i sonikowano 4x15 sekund w

pozycji ,4”. Proby zamrazano w ciektym azocie.

6.14 Import biatka do mitochondrium

6.14.1 Transkrypcja in vitro
Reakcje transkrypcji przeprowadzono w temperaturze 37°C, przez 60 minut, w
100 pl mieszaniny:

5 x Bufor do transkrypcji 20 ul
RNasin (40 U/pl) 4 ul

DTT (0,1 M) 10 pl
7-metyloguanozyna (7mG (5) ppp (5)G) (2,5 mM) 52ul
INTP — (2,5 mM) 0,5 pl kazdego
SP6 polimeraza RNA (20 U/ul) 3ul

DNA plazmidowe 10 pg
Woda do 100 pl

W celu wytrgcenia uzyskanego mRNA, po inkubacji do proby dodawano 10 yl 10 M LiCl
i 300 pl 96% etanolu. Wytrgcanie przeprowadzano w -20° C przez 20 min. Nastepnie
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proby wirowano przez 30 min. przy 36000xg. Po odwirowaniu osad przemywano trzy
razy 70% etanolem. Osad suszono i rozpuszczano w 100 pl sterylnej wody z dodatkiem
RNasinu (2,5 pl na 100 pl wody). Uzyskane mRNA zamrazano w celu uzycia do reakc;ji

translacji in vitro.

6.14.2 Translacja in vitro

Translacje in vitro prowadzono w objetosci 171,5 pl. Do 15 pul mRNA (600 ng/ul)
dodawano: 87,5 pl lizatu z retikulocytéw krélika, 2,5 pl mieszaniny aminokwasow - z
wyjatkiem metioniny, (wyjsciowe stezenie aminokwaséw 1 mM), 6 pl [**S] metioniny
[1175 Ci/mmol] oraz 15,5 pl wody. Mieszanine inkubowano z wytrzgsaniem w 30°C
przez 60 min. Nastepnie podawano 15 pl nieznakowanej metioniny, o wyjsciowym
stezeniu 58 mM i 30 ul sacharozy o wyjsciowym stezeniu 1,5 M, w celu wyptukania
nadmiaru radioaktywnej metioniny i uzyskania odpowiedniej osmotycznosci roztworu.
Uzyskany translat zostat natychmiast uzyty do reakcji importu. Transkrypcje i translacje
prowadzono dla konstruktéw Su9 - DHFR i cDNA Tob55.

6.14.3 Import biatka do mitochondriow

Import prowadzono dla biatek znakowanych [**S] metioning (Tob55 i Su9-
DHFR) oraz dla poddanego nadekspresiji biatka pb,-DHFR.

W przypadku pb,-DHFR mitochondria lub mitoplasty inkubowane byty w buforze
do importu (patrz Materiaty p. 4.8.3). Mieszanine reakcyjng inkubowano przez 3 min. w
25°C, a nastepnie podawano pb,-DHFR (3 pg na 50 ug biatka mitochondrialnego).
Reakcje prowadzono w objetosci 200 ul przez 20 min. w 25°C. Import zatrzymywano,
przenoszgc mitochondria do lodu. Kazda préba zostata podzielona na dwie réwne
czesci, przy czym jedng z nich traktowano proteinazg K (250 pg/ml) przez 10 minut w
0°C, a reakcja trawienia zatrzymywana byta przez podanie 1 mM PMSF. Nastepnie
proby wirowano przy 12000xg przez 10 minut, przemywano buforem SM (patrz
Materiaty, p. 4.8.5) i ponownie wirowano. Nastepnie proby zawieszono w 2x stezonym
buforze Lammli. Préby rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym w
obecnosci SDS (patrz Metody, p. 6.6.3) i poddawano detekcji przy wykorzystaniu
specyficznych przeciwciat (patrz Materiaty p. 4.3).

W przypadku biatka Su9-DHFR, znakowanego [**S] metioning, mitochondria
(100 pg) inkubowane byty przez 3 minuty w 25°C w buforze do importu Su9-DHFR
(patrz Materiaty, p. 4.8.4), w obecnosci ATP (2 mM) i etanolu (20 mM). Nastepnie
podawano 10 pl lizatu z Su9 — DHFR. Reakcje importowg przeprowadzano w czterech

czasach (0, 5, 10 i 20 minut), w koncowej objetosci 200 pl. Kazda proba zostata
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podzielona na dwie rowne czesci, przy czym jedng z nich traktowano proteinazg K (250
pg/ml) przez 10 minut w 0°C, a reakcja trawienia zatrzymywana byta przez podanie
1 mM PMSF. Do kazdej préby dodano 900 pl buforu do przemywania po imporcie
Su9-DHFR (patrz Materiaty, p. 4.8.4) i wirowano 12000xg przez 15 minut. Do osadu
podawano 20 pl buforu Lammli, gotowano i zamrazano w -80°C.

W przypadku znakowanego [*°S] metioning biatka Tob55, mitochondria (100 ug)
inkubowane byty 3 minuty w 25°C, w buforze do importu Tob55 (patrz Materiaty, p.
4.8.1) w obecnosci 2 mM ATP. Nastepnie podawano 10 pl lizatu z Tob55. Reakcje
importowg przeprowadzano w 4 czasach (0, 5, 10 i 20 minut), w koncowej objetosci 200
pl. Kazda préba zostata podzielona na dwie rowne czesci, przy czym jedng z nich
traktowano proteinazg K [250 pg/ml] przez 10 minut w 0°C, a reakcja trawienia
zatrzymywana byta przez podanie 1 mM PMSF. Do kazdej proby dodano 900 ul buforu
SM (patrz Materiaty, p. 4.8.5) i wirowano 12000xg przez 15 minut. Do osadu podawano

20 pl buforu La&mmeli, gotowano i zamrazano w -80°C.

6.14.4 Autoradiografia

Zele poliakrylamidowe, w ktérych prowadzono rozdziaty biatek, po wybarwieniu
(patrz Materiaty p. 4.7.3) suszono na suszarce z pompg prozniowg, po czym
umieszczano w kasecie, naktadano klisze fotograficzne (Amersham) i poddawano

ekspozycji w -80°C przez 10 dni.

6.14.5 Blokada kompleksu TOM przez chemiczne ilosci biatka chimerowego
pb,-DHFR

Blokade kompleksu TOM przez biatko chimerowe wykonywano w warunkach,
prowadzgcych do zatrzymania importu w trakcie translokacji przez btone zewnetrzng
(Rapaport, 1997 i 1998 b) oraz podczas translokacji przez obie btony mitochondrialne
(Voos iin., 1994; Dekker i in., 1997).

W pierwszym przypadku mitochondria i mitoplasty inkubowane byty w buforze
do importu pb,-DHFR (patrz Metody p. 6.14.3.) w obecnosci walinomycyny (0,16 pg na
1 mg biatka mitochondrialnego) przez 15 minut w temperaturze 25°C, w obecnosci 1 pg
biatka pb,-DHFR (wyjSciowe stezenie 8 pg/ul) na 50 pg biatka mitochondrialnego.
Natomiast zatrzymanie importu biatka pb,-DHFR w trakcie translokacji przez obie btony
mitochondrialne prowadzono w tych samych warunkach, ale przy braku walinomycyny i
w obecnosci 2 uM metotraksatu (MTX). Jest to czynnik sieciujgcy, ktéry stabilizuje
DHFR w formie pofaldowanej, co uniemozliwia translokacje pb,-DHFR do matriks. W

obu przypadkach po zakonczonej reakcji, proby przemywano buforem wysokosolnym
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HS (patrz Materiaty, p. 4.9.3), w celu usuniecia biatka zwigzanego na powierzchni
mitochondriéw, nastepnie osad zawieszano w mannitolu C do objetosci wyjsciowe;.

W doswiadczeniach, w ktorych prowadzono wstepng obrobke mitochondriow z
zastosowaniem trypsyny, przed rozpoczeciem wiasciwej reakcji wigzania
importowanego biatka, mitochondria inkubowano w obecnoéci trypsyny (50 pg/ml)
przez 15 min. w 0°C, a nastepnie podawano sojowy inhibitor trypsyny (1 mg/ml). W

prébach kontrolnych trypsyna i inhibitor podawane byly jednoczes$nie.
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7 Wyniki

7.1 Ocena jakosci preparatow mitochondriéw szczepu dzikiego i mutantéw Apor1

i Apor2

Do oceny jakosci uzyskanych preparatow mitochondriow wykorzystywano
sprzezenie energetyczne oraz integralnos¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej. Aby
oceni¢ sprzezenie energetyczne, wyznaczano wartosci wspoétczynnika kontroli
oddechowej (KO, patrz Metody, p. 6.4.1) w obecnosci 1 mM NADH, ktéry stosowano
jako substrat oddechowy. Stan 3 (fosforylujgcy stan oddechowy) indukowano podaniem
160 uM ADP w przypadku mitochondriéw szczepu dzikiego i Apor2 oraz 800 uM dla
mutanta Aporl. Zastosowanie duzo wyzszego stezenia ADP w przypadku
mitochondriow Aporl wynika z ograniczen w jego transporcie przez btone zewnetrzng
(Michejda i in., 1994). Skutkiem tego w przypadku mitochondribw Aporl nie
obserwowano zakonczenia stanu 3 i pojawienia sie stanu 4. Dlatego do wyznaczenia
wartosci KO wykorzystywano szybkos¢ stanu 2, tj. stanu oddechowego
obserwowanego po podaniu substratu oddechowego. Integralnos¢ btony zewnetrznej
szacowano na podstawie wartosci wspoétczynnika |, stanowigcego miare dostepu
podanego z zewnatrz cytochromu ¢ do wewnetrznej btony mitochondrialnej (patrz

Metody, p. 6.4.1) Typowe wartosci badanych parametrow zestawiono w tab. 1.

Parametr Szczep dziki Aporl Apor2

I 96% 94% 97%

KO 3,4 3,3 3,6
Tab.1.

Typowe wartosci parametrow stosowanych przy ocenie jakosci preparatéw mitochondriow
szczepu dzikiego oraz mutantéw Aporl i Apor2.

Zatem, w niniejszej pracy stosowano preparaty mitochondridw z integralng btong

zewnetrzng i o dobrej jakosci pod wzgledem sprzezenia energetycznego.

7.2 lzoformy biatka VDAC posrednicza w determinacji stanéw oksydacyjno-

redukcyjnych (redoks) w komérkach S. cerevisiae

Wewnatrzkomérkowe stany redoks szacowano poprzez pomiar stezenia
zredukowanej (GSH) i utlenionej (GSSG) formy glutationu (patrz Metody, p. 6.8) oraz
wyznaczenie wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG), gdzie GSH+GSSG oznacza

catkowitg ilos¢ glutationu. Zmiany zawartosci GSH, zmniejszajgcej sie w wyniku
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utlenienia i wzrastajgcej na skutek redukcji odzwierciedlajg zmiany stanu redoks (Jo i
in., 2001; Wojtczak i Slyshenkov, 2003). Wartosci wskaznika GSH/(GSH/GSSG)
wyznaczano dla frakcji cytozolowych i mitochondriow izolowanych z komoérek szczepu

dzikiego i mutantéw Aporl i Apor2 w réznych fazach wzrostu.

7.2.1 Stan redoks w obrebie cytozolu komoérek S. cerevisiae zalezy od izoform
biatka VDAC i fazy wzrostu

Dla frakcji cytozolowych izolowanych z komérek badanych szczepéw S.
cerevisiae (szczep dziki oraz mutanty Apor?1 i Apor2) otrzymano rézne wartosci
wskaznika GSH/(GSH+GSSG), zaleznie od analizowanej fazy wzrostu i typu komérek
(rys. 7.1). Dla szczepu dzikiego i Apor2 przejscie z fazy logarytmicznej do fazy
stacjonarnej wzrostu powodowato zmniejszenie wartosci wskaznika
GSH/(GSH+GSSG), co odpowiada zwiekszeniu stopnia utlenienia w obrebie cytozolu.
Jednakze obserwowane zmiany roznity sie swoim zakresem. Wartos¢ wskaznika
GSH/GSH+GSSG dla szczepu dzikiego zmniejszyta sie z 11,4 + 0,9% do 2,4 + 0,3%,
podczas gdy dla Apor2 odnotowano zmniejszenie wartosci wskaznika z 8,2 + 0,5% do 7
+ 0,6%. Natomiast w przypadku Aporl, przejéciu z fazy logarytmicznej do fazy
stacjonarnej wzrostu, towarzyszyt wzrost wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG) z 4,2

+ 0,4% do 8,5 = 0,9%, co odpowiada wzrostowi stanu redukcji w obrebie cytozolu.
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Rys. 7.1

Stan redoks w obrebie frakcji cytozolowej izolowanej z komoérek szczepu dzikiego oraz
mutantow Aporl i Apor2 w fazie logarytmicznej i stacjonarnej wzrostu. Wartosci stanu redoks
odpowiadajg wartosciom wskaznika GSH/(GSH+GSSG). Stezenia GSH+GSSG i GSH we
frakcjach cytozolowych (w nmol/mg biatka) wyznaczano wedtug procedury opisanej w Metodach
(p- 6.8) w obecnosci, odpowiednio, reduktazy glutationowej i glioksalazy |. Na rysunku
przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla szesciu
odrebnych eksperymentéw.
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7.2.2 Stan redoks mitochondriow S. cerevisiae zalezy od izoform biatka VDAC i

fazy wzrostu

Podobnie jak stan redoks w obrebie cytozolu (patrz Wyniki, p. 7.2.1),
mitochondrialny stan redoks zostat okreslony za pomocg wskaznika GSH/GSH+GSSG
(rys. 7.2). Przejsciu z fazy logarytmicznej do stacjonarnej towarzyszyto utlenienie w
obrebie mitochondridw szczepu dzikiego, podczas gdy w przypadku mutantow Aporl i
Apor2 obserwowano redukcje. Dla mitochondridow szczepu dzikiego warto$¢ wskaznika
GSH/(GSH + GSSG) zmniejszyta sie z 4,9 + 0,5% do 3,2 £ 0,4%, podczas gdy warto$¢
tego wskaznika w przypadku mitochondriéw Apor? i Apor2 wzrastata odpowiednio z 4,7
+0,4% do 5,6 £0,5% 25,8 £0,6% do 9,2 + 0,8%.

Zatem, w wyniku przejscia komoérek z logarytmicznej do stacjonarnej fazy
wzrostu, w przypadku szczepu dzikiego i mutanta Aporl obserwowano ten sam
kierunek zmian stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw, podczas gdy w
przypadku mutanta Apor2 zmiany stanéw redoks w obrebie cytozolu i mitochondriow
nie byty skoordynowane. W zwigzku z tym, zaleznie od rozpatrywanego przedziatu
komérkowego, mutant Apor2 wykazywat podobienstwo badz do szczepu dzikiego

(cytozol) badz do mutanta Aporl (mitochondria).

Bl faza logarytmiczna
[ faza stacjonarna

1l

szczep dziki Aporl Apor2
MITOCHONDRIA

GSH/(GSH+GSSG) (%)

Rys. 7.2

Stan redoks w obrebie mitochondriéw izolowanych z komoérek szczepu dzikiego oraz mutantéw Aporl i
Apor2 w fazie logarytmicznej i stacjonarnej wzrostu. Wartosci stanu redoks odpowiadajg wartosciom
wskaznika GSH/(GSH+GSSG). Stezenia GSH+GSSG i GSH w izolowanych mitochondriach (w nmol/mg
biatka) wyznaczano wedtug procedury opisanej w Metodach (p. 6.8) w obecnosci, odpowiednio, reduktazy
glutationowe;j i glioksalazy |. Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia

standardowego) dla szesciu odrebnych eksperymentéw.
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7.3 Poziom uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego (O,™) z mitochondriéw

zalezy od izoform biatka VDAC i fazy wzrostu.

Jest faktem dobrze znanym, iz kanat VDAC petni istotng role w uwalnianiu
anionorodnika ponadtlenkowego (O,7) z mitochondriéw (Han i in., 2003). Dlatego tez
postanowiono sprawdzi¢, czy roznice wewnagtrzkomorkowych standéw redoks
obserwowane dla szczepu dzikiego i mutantow Aporl i Apor2 w roznych fazach wzrostu
wynika¢ mogg z rézni¢ w uwalnianiu O,". Poziom uwalniania O,~ z mitochondriow
okreslono wyznaczajgc szybko$¢ redukcji NBT (btekit nitrotetrazolowy) przez
mitochondria, przy czym adekwatnos¢ pomiaru sprawdzano podajgc dysmutaze
ponadtlenkowsg. Jako substrat oddechowy zastosowano etanol, dyfundujgcy swobodnie
przez btony fosfolipidowe, aby wyeliminowaé wptyw braku funkcjonalnego kanatu VDAC

na dostep substratu do tancucha oddechowego (patrz Metody, p. 6.7).
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Rys. 7.3

Szybkos¢ redukcji NBT przez mitochondria badanych szczepdéw drozdzy, odzwierciedlajgca
poziom uwalniania O, z mitochondriéw. Mitochondria izolowano z komorek szczepu dzikiego i
mutantow Aporl i Apor2 w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. Inkubacje prowadzono w
buforze M (0.65 M mannitol, 10 mM Hepes, pH 6,9, 10 mM bufor fosforanowy, pH 6,9, 5 mM
KCI, 4 mM MgCl, i 0.2% BSA). Szybkos¢ redukcji NBT mierzono spektrofotometrycznie, przy
dlugosci fali A = 560 nm i w obecnosci etanolu jako substratu oddechowego. Stosowano:
mitochondria (100 pg), NBT (0.07 mg/ml), 30 mM etanol. Na rysunku przedstawiono wartosci
usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla sze$ciu odrebnych
eksperymentow.

Obliczone szybkos$ci redukcji NBT (rys. 7.3) wskazywaty, ze dla mitochondriow
szczepu dzikiego i mutanta Apor2 uwalnianie O, byto niskie w logarytmicznej fazie
wzrostu i wzrastato w fazie stacjonarnej wzrostu, przy czym stabiej w przypadku
mitochondriow Apor2. Natomiast w przypadku mitochondriow Aporl obserwowano

wysokie uwalnianie O,” w logarytmicznej fazie wzrostu i jego znaczace obnizenie w
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fazie stacjonarnej wzrostu. Poziom uwalniania O,” (w jednostkach umownych) dla
badanych mitochondriow wynosit odpowiednio, szczep dziki: 1,5 = 0,23 (faza
logarytmiczna wzrostu) i 24 + 2,2 (faza stacjonarna wzrostu), Aporl: 57,5 + 8,1 (faza
logarytmiczna wzrostu) i 1,7 = 0,2 (faza stacjonarna wzrostu), Apor2: 1,5+ 0,17 (faza
logarytmiczna wzrostu) i 9,7 + 0,7 (faza stacjonarna wzrostu). Zatem, dla badanych
szczepow drozdzy obserwowano korelacje miedzy uwalnianiem O,” z mitochondriéw a

Zmianami stanoéw redoks, szczegdlnie w przypadku cytozolu.

7.4 Stan redoks w obrebie cytozolu jest istotny dla poziomu ekspresji biatek
tworzacych kanaly w kompleksach importowych zewnetrznej btony

mitochondrialnej.

Dostepne dane (Kmita i Budzinska, 2000; Antos i in., 2001) wskazujg, ze w
przypadku mitochondriow mutantdw Aporl i Apor2 S. cerevisiae dochodzi do
zwiekszonej ekspresiji sktadnikow kompleksu TOM, w tym biatka Tom40 (patrz Wstep,
p. 2.3). Z drugiej strony, u tych szczepdéw drozdzy obserwuje sie réznice w wartosciach
wewnatrzkomoérkowych standéw redoks, w tym w obrebie cytozolu (patrz Wyniki, p. 7.2).
Postanowiono zatem sprawdzi¢ czy zmiany w poziomie ekspresji biatka Tom40
pojawiajg sie w odpowiedzi na zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu. Zbadano
rowniez wplyw stanu redoks w obrebie cytozolu na poziom ekspresji biatka
Tob55/Sam50 (nazywanego w tej pracy Tob55), wchodzgcego w sktad kompleksu
TOB/SAM (patrz Wstep, p. 2.3). Oba badane biatka wykazujg aktywnos¢ kanatowg i
odgrywajg kluczowa role w imporcie biatek do mitochondriéw. Badania przeprowadzono
na mitochondriach izolowanych z komorek w logarytmicznej i stacjonarnej fazie
wzrostu. Jako kontrole ilosciowg zastosowano biatko Mge, ktérego poziom ekspresji w
mitochondriach badanych szczepéw, izolowanych z komodrek w réznych fazach
wzrostu, nie ulega zmianie.

Jak pokazano na rys. 7.4 A, w przypadku mitochondriow mutantéw Aporl i
Apor2 w poréwnaniu z mitochondriami szczepu dzikiego i zaleznie od analizowanej fazy
wzrostu komorek, wystepowat zwigekszony poziom Tom40 i Tob55. Aby obserwowane
roznice wyrazi¢ ilosciowo, uzyskane wyniki rozdziatu elektroforetycznego i nastepnie
immunodetekcji przy pomocy metody ,western blot” poddano analizie iloSciowe;j,

wykorzystujgc program ScanPack3 (patrz Metody, p. 6.6.5).
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Rys. 7.4

Poziom ekspresji biatek Tom40 i Tob55 w mitochondriach szczepu dzikiego i mutantow Aporl i Apor2,

izolowanych z komérek w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. (A) Przyktad wyniku ,western blot

bedgcego podstawg analizy ilosciowej. (B) Wartosci wskaznika réznicy poziomu ekspresji biatek,
mutant/szczep dziki. (C) Wartosci wskaznika réznicy poziomu ekspresji biatek, faza stacjonarna/faza
logarytmiczna dla badanych typdw mitochondriow. Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z

uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla 10 odrgbnych eksperymentow.
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Tym sposobem wyznaczono wartosci wskaznikow roznicy poziomu ekspresji
badanych biatek miedzy mitochondriami danego mutanta i szczepu dzikiego (rys. 7.4
B). Na podstawie ich wartosci stwierdzono, ze zwigkszenie poziomu ekspres;ji biatek
Tom40 i Tob55 byto bardziej wyrazne w logarytmicznej fazie wzrostu niz w stacjonarnej
fazie wzrostu. Co ciekawe, w przypadku obu mutantéw warto§¢ GSH/(GSH+GSSG)
wyznaczona dla frakcji cytozolowych (rys. 7.1) wskazywata na silniejsze utlenienie w
obrebie tej frakcji w poréwnaniu ze szczepem dzikim w fazie logarytmicznej i silniejszg
redukcje w poréwnaniu ze szczepem dzikim w przypadku fazy stacjonarnej. Z drugiej
strony, kiedy poziom ekspresji Tom40 i Tob55 poréwnano miedzy stacjonarng i
logarytmiczng fazg wzrostu dla danego typu mitochondriow (rys. 7.4. C), najwyzszy
wzrost ekspresji obserwowano dla szczepu dzikiego, stabszy dla Apor2 i najnizszy dla
Aporl. Zatem, zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu w kierunku zwiekszonego
utlenienia (rys. 7.1) wspotwystepujg ze zwiekszonym poziomem ekspres;ji biatek Tom40
i Tob55.

7.5 Dodanie utleniacza lub reduktora podczas wzrostu komorek badanych
szczepow drozdzy pozwala na uzyskanie fazy logarytmicznej z wartosciami

wewnatrzkomérkowych stanéw redoks odpowiadajgcymi fazie stacjonarnej

Aby sprawdzi¢, czy poziom ekspresji biatek Tom40 i Tob55 istotnie zalezy od
stanu redoks w obrebie cytozolu, postanowiono sprawdzi¢, czy modyfikacje
wewnatrzkomérkowego stanu redoks bedg wptywac na poziom ekspresji tych biatek.
W tym celu postanowiono wprowadzi¢ do badan modyfikowang faze logarytmiczng
wzrostu, w przypadku ktérej wartosci stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw
odpowiadatyby fazie stacjonarnej wzrostu.

Modyfikowang faze logarytmiczng wzrostu uzyskano, wprowadzajgc utleniacz
(10 uM menadion) lub reduktor (10 mM askorbinian) na poczatku fazy logarytmicznej,
zaleznie od badanego szczepu drozdzy (patrz Metody, p. 6.1.1) i zmian
wewnatrzkomorkowego stanu redoks obserwowanych po przejsciu komorek z
logarytmicznej do stacjonarnej fazy wzrostu (rys. 7.1 i 7.2). W przypadku szczepu
dzikiego i mutanta Apor2 modyfikowang faze logarytmiczng wzrostu otrzymano w

wyniku dodania menadionu, a w przypadku komdrek mutanta Aporl — askorbinianu.
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7.5.1 Stan redoks w obrebie cytozolu w przypadku modyfikowanej fazy
logarytmicznej wzrostu odpowiada wartosci tego parametru w fazie

stacjonarnej

Jak pokazano na rys.7.5, w przypadku frakcji cytozolowej izolowanej z komdrek
szczepu dzikiego, uzyskano nastepujgce wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG): 11,4
*+ 0,9% (faza logarytmiczna wzrostu), 2,4 + 0,3% (faza stacjonarna wzrostu) i 5.8
0,7% (modyfikowana faza logarytmiczna wzrostu). Dla frakcji cytozolowej mutanta
Apor2, wartos¢ wskaznika GSH/(GSH+GSSG) wyznaczona dla modyfikowanej fazy
logarytmicznej wzrostu byta poréwnywalna z wartoscia wyznaczong dla fazy
stacjonarnej, odpowiednio 7 + 0,6% i 6,9 + 0,6%, przy czym obie byly nizsze od
wartosci tego wskaznika, wyznaczonej dla fazy logarytmicznej wzrostu, tj. 8,2 + 0,5%. Z
kolei podanie askorbinianu w przypadku komérek mutanta Apor2 prowadzito do wzrostu
wskaznika GSH/(GSH+GSSG) do wartosci 9,3 + 0,8%. Natomiast w przypadku frakcji
cytozolowej mutanta Aporl przejsciu z fazy logarytmicznej do stacjonarnej wzrostu,
towarzyszyt wzrost wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG) z 4,2 £+ 0,4% do 8,5 £ 0,9%,
co udato sie odtworzy¢ w modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu, dla ktorej
warto$¢ wskaznika GSH/(GSH+GSSG) wynosita 8,7 £ 0,8%.

B logarytmiczna

[ stacjonarna

B modyfikowana logarytmiczna
12 M =10 uM menadion

A =10 mM askorbinian

GSH/(GSSG +GSH) (%)

szczep dziki Aporl Apor2
CYTOZOL

Rys. 7.5

Stan redoks w obrebie frakcji cytozolowej izolowanej z komérek szczepu dzikiego oraz
mutantow Aporl i Apor2 w fazie logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej wzrostu. Wartosci stanu redoks odpowiadajg wartosciom wskaznika
GSH/(GSH+GSSG). Stezenia GSH+GSSG i GSH we frakcjach cytozolowych (w nmol/mg
biatka) wyznaczano wedtug procedury opisanej w Metodach (p. 6.8) w obecnosci,
odpowiednio, reduktazy glutationowej i glioksalazy I. Na rysunku przedstawiono wartosci
usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla szesciu odrebnych
eksperymentow.

59



7. WYNIKI

7.5.2 Stan redoks w obrebie mitochondribw w modyfikowanej fazie
logarytmicznej wzrostu odpowiada wartosci tego parametru w fazie

stacjonarnej

Na rys. 7.6 przedstawiono wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG) uzyskane dla
mitochondriéw badanych szczepéw drozdzy, izolowanych z komoérek w réznych fazach
wzrostu. W przypadku mitochondriow szczepu dzikiego otrzymano nastepujgce
wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG): 4,9 + 0,5% (faza logarytmiczna wzrostu), 3,2 +
0,4% (faza stacjonarna wzrostu) i 2,6 + 0,3% (modyfikowana faza logarytmiczna
wzrostu). Dla mitochondribw Aporl wartos¢ wskaznika GSH/(GSH+GSSG) przy
przejsciu komoérek z logarytmicznej do stacjonarnej fazy wzrostu wzrastata z 4,7 + 0,4%
do 5,6 + 0,5% i do 6,3 = 0,7% w przypadku modyfikowanej fazy logarytmicznej wzrostu.
Z kolei dla mitochondriéw Apor2 wartos¢ wskaznika GSH/(GSH+GSSG) wzrastata z 5,8
1+ 0,6% do 9,2 + 0,8% przy przejsciu komorek z logarytmicznej do stacjonarnej fazy

wzrostu i do 10 £ 1,1% w przypadku modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu.

B logarytmiczna

[ stacjonarna

I modyfikowana logarytmiczna
M =10 uM menadion
A =10 mM askorbinian

4
2 i i
0
M A
wt

Aporl Apor2
MITOCHONDRIA

GSH/(GSSG + GSH) (%)
[e)]

Rys. 7.6

Stan redoks w obrebie mitochondridw, izolowanych z komoérek szczepu dzikiego oraz mutantow
Aporl i Apor2 w fazie logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej wzrostu.
Wartosci stanu redoks odpowiadajg wartosciom wskaznika GSH/(GSH+GSSG). Stezenia
GSH+GSSG i GSH w izolowanych mitochondriach (w nmol/mg biatka) wyznaczano wedtug
procedury opisanej w Metodach (p. 6.8) Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z
uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla 6 odrebnych eksperymentéw.

Natomiast podanie askorbinianu w przypadku komérek mutanta Apor2
prowadzito do wyraznego obnizenia wskaznika GSH/(GSH+GSSG) do wartosci 2,4 +

0,28. Zatem, w przypadku wszystkich badanych szczepéw udato sie otrzymaé
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modyfikowang faze wzrostu, ktéra pod wzgledem wieku komoérek odpowiada fazie
logarytmicznej, a pod wzgledem wewngtrzkomérkowych stanéw redoks fazie

stacjonarnej.

7.6 W komodrkach S. cerevisiae izoformy biatka VDAC uczestnicza w regulaciji
aktywnosci gtownych enzyméw antyoksydacyjnych, zlokalizowanych

w cytozolu i w mitochondriach

Enzymy antyoksydacyjne chronig komorki przed niebezpiecznymi zmianami
stanu redoks i réwnoczesnie uczestniczg w powstaniu ich aktualnie istniejgcych
wartosci. Poniewaz stwierdzono, ze w komérkach S. cerevisiae izoformy biatka VDAC
wplywajg na stan redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw (rys. 7.1, 7.2, 7.5, 7.6),
nastepnym krokiem w prowadzonych badaniach byto okreslenie, czy aktywnosé
podstawowych cytozolowych i mitochondrialnych enzymow antyoksydacyjnych moze
by¢ réwniez zalezna od obecnosci danej izoformy biatka VDAC. W zwigzku z tym
wyznaczono aktywnos¢ katalazy i CuZnSOD dla frakcji cytozolowych oraz aktywnosc
MnSOD, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej dla mitochondriéw
izolowanych z komoérek badanych szczepow w réznych fazach wzrostu (patrz Metody,
p. 6.9).

7.6.1 Aktywnos¢é gtéwnych enzyméw antyoksydacyjnych zlokalizowanych w
cytozolu zmienia sie w sposob zalezny od fazy wzrostu badanych komérek i

stanu redoks

Wartosci aktywnosci obliczone dla CuzZnSOD i katalazy przedstawiono na
rys. 7. 7. Po pordwnaniu ich z wartosciami stanu redoks w obrebie cytozolu (rys. 7.1 i
7.5) stwierdzono, ze zmiana stanu redoks w kierunku utlenienia, wspotwystepuje ze
zwiekszeniem aktywnosci cytozolowych enzymow antyoksydacyjnych, a zmiana w
kierunku redukcji, obniza te aktywnosc¢. Dla szczepu dzikiego i mutanta Apor2
zwigekszajgcy sie poziom utlenienia w obrebie cytozolu w fazie stacjonarnej i
modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu, byt zgodny ze zwiekszajgcym sie
poziomem aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w tych fazach wzrostu. Z kolei w
przypadku mutanta Aporl wzrost redukcji w obrebie cytozolu w fazie stacjonarnej i
modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu wspétwystepowat z obnizeniem aktywnosci
badanych enzymow antyoksydacyjnych.

W przypadku szczepu dzikiego aktywnos¢ CuZnSOD (w OD/min/mg biatka)
zwiekszyta sie z 1,43 = 0,12 do 1,9 = 0,25 lub do 2,1 + 0,27 przy przejsciu z fazy
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logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej fazy logarytmicznej wzrostu.
Podobny profil aktywno$ci enzymatycznej zostat zaobserwowany dla mutanta Apor2,
dla ktérego aktywnos¢ CuzZnSOD zwiekszyta sie z 1,68 + 0,19 do 2,34 + 0,31 lub do
2,52 £+ 0,37 przy przejsciu z fazy logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej fazy
logarytmicznej wzrostu. Natomiast w przypadku mutanta Aporl aktywno$¢ CuZnSOD
zmniejszyta sie z 1,86 + 0,15 w fazie logarytmicznej wzrostu do 1,28 + 0,09 w fazie
stacjonarnej wzrostu i do 1,52 + 0,15 w modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu.
Aktywnos¢ katalazy (w OD/min/mg biatka) przy przejsciu z fazy logarytmicznej do fazy
stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu wzrastata z 0,9 £ 0,08 do 3,5
+0,39ido 2,2 £ 0,27 dla szczepu dzikiego, a dla mutanta Apor2, odpowiednio, z 0,87 +
0,09do 2,1 +0,24ido 2,1 +0,28. Z kolei dla mutanta Aporl aktywnos¢ katalazy malata
z 1,6 £ 0,2 w fazie logarytmicznej do 1 + 0,12 w fazie stacjonarnej i do 1,32 + 0,16 w

modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu.

I logarytmiczna
|: stacjonarna
[ modyfikowana logarytmiczna

aktywnos¢ enzymow (OD/min/mg biatka):

X dziki Apor!  Apor2 dziki Apor1 Apor2
CuzZnSOD KATALAZA

Rys.7.7

Aktywnos¢ gtoéwnych enzymdw antyoksydacyjnych we frakcji cytozolowej, izolowanej z komaérek
szczepu dzikiego i mutantéw Apor1 i Apor2 w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej fazie wzrostu. Sposoby pomiaru aktywnosci badanych enzyméw opisano w
Metodach, (p. 6.9). Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem
odchylenia standardowego) dla dziesieciu odrebnych eksperymentéw.
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7.6.2 Aktywnosé gtéwnych enzymdéw antyoksydacyjnych zlokalizowanych w
mitochondriach zmienia sie w sposéb zalezny od fazy wzrostu badanych

komoérek i stanu redoks

W tab. 2 zebrano wartosci aktywnosci MnSOD, reduktazy glutationowej i
peroksydazy glutationowej (w OD/min/mg biatka), obliczone dla mitochondriow
badanych szczepdw drozdzy, izolowanych z komorek w roznych fazach wzrostu.
Poréwnanie tych wartosci z wartosciami stanéw redoks wyznaczonymi dla badanych
mitochondriéw (rys. 7.2 i 7.6) pozwolito stwierdzi¢, ze aktywnos¢é badanych enzyméw
antyoksydacyjnych wspétgra ze zmianami stanu redoks w obrebie mitochondridw.
Podobnie jak w przypadku enzymoéw cytozolowych, zmiana stanu redoks w obrebie
mitochondriéow w kierunku utlenienia, wspotwystepuje ze wzrostem aktywnosci

enzymow, a zmiana w kierunku redukcji — ze spadkiem.

MnSOD [OD/min/mg biatka]

S. cerevisiae

faza logarytmiczna faza stacjonarna modyfikowana faza

logarytmiczna

Szczep dziki 1,46 £ 0,16 2,96 £ 0,33 3,56 £ 0,39
Aporl 3,50+0,33 3,10+£0,35 2,49 +0,28
Apor2 4,53 + 0,48 3,47 +0,41 2,74 +£0,32

Reduktaza glutationowa [OD/min/mg biatka]

S. cerevisiae faza logarytmiczna faza stacjonarna modyfikowana faza
logarytmiczna
Szczep dziki 1,5+0,16 2,6+0,24 3,1+0,34
Aporl 320,34 2+0,28 1,8 £0,26
Apor2 2,6 £0,32 210,26 2,2+0,3
Peroksydaza glutationowa [OD/min/mg biatka]
S. cerevisiae faza logarytmiczna faza stacjonarna modyfikowana faza

logarytmiczna

Szczep dziki 1,5+0,16 2,1+0,23 6,2 +0,81

Aporl 5,7+0,74 t0 3,6 £ 0,41 3,8+£0,42

Apor2 5,2+0,64 1+0,12 2,3+0,2
Tab.2

Wartosci aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w mitochondriach szczepu dzikiego i

mutantow Aporl i Apor2, izolowanych z komdrek w logarytmicznej, modyfikowanej

logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. Sposoby pomiaru aktywnosci badanych enzymoéw

opisano w Metodach (p. 6.9). Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z
uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla dziesieciu odrebnych eksperymentow.

Stan redoks mitochondriéw zmieniat sie w kierunku utlenienia przy przejsciu z

fazy logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej fazy logarytmicznej wzrostu

tylko w przypadku szczepu dzikiego. Dla mutantow Apor1 i Apor2 w tych warunkach
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obserwowano wzrost redukcji w obrebie mitochondridw. Zatem, w przypadku badanych
szczepOw S. cerevisiae aktywnos¢ gtdwnych enzyméw antyoksydacyjnych,
zlokalizowanych w cytozolu i mitochondriach, zmienia sie w sposob zalezny od fazy
wzrostu badanych komérek. Dla faz tych obserwowano réznice wewnatrzkomorkowych

stanow redoks, w ktdrych ustaleniu posredniczg z kolei izoformy biatka VDAC.

7.7 Modyfikacja wewnatrzkomérkowych stanow redoks prowadzi do zmian
ekspresji podjednostek komplekséw importowych zewnetrznej blony

mitochondrialnej i dysmutaz ponadtlenkowych

Poniewaz w przypadku analizowanych faz wzrostu badanych komoérek drozdzy
stwierdzono réznice wewnatrzkomorkowych stanéw redoks, ktére z kolei uznano za
istotny czynnik, uczestniczacy w regulacji ekspresji biatek Tom40 i Tob55 w
mitochondriach (patrz Wyniki, p. 7.4), postanowiono sprawdzi¢, czy modyfikacja
wewnatrzkomoérkowych stanoéw redoks (patrz Wyniki, p. 7.5) prowadzi¢ bedzie do
przewidywalnych zmian w poziomie ekspresji biatek. W badaniach, obok biatek Tom i
Tob55, uwzgledniono dysmutazy ponadtlenkowe, tj. CuZnSOD (cytozol) i MnSOD
(mitochondria), ktérych aktywnos¢ wykazywata S$cistg korelacje z istniejgcymi
wewnagtrzkomorkowymi stanami redoks (patrz Wyniki, p. 7.6).

Badania przeprowadzono dla frakcji cytozolowych i mitochondriéw, izolowanych
z komorek w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu.
Jako kontrole ilosciowg zastosowano biatko Mge, ktérego poziom ekspresji w
mitochondriach badanych szczepéw, izolowanych z komodrek w réznych fazach
wzrostu, nie ulegat zmianie. Aby obserwowane réznice (rys. 7.8) wyrazi¢ ilosciowo,
uzyskane wyniki rozdziatu elektroforetycznego i nastepnie immunodetekcji przy pomocy
metody ,western blot” poddano analizie ilosciowej, wykorzystujac program ScanPack3.
Tym sposobem wyznaczono wartosci wskaznikéw réznicy poziomu ekspresji badanych
biatek miedzy mitochondriami danego mutanta i szczepu dzikiego.

Wyznaczone wartosci wskaznikdw réznicy poziomu ekspresji biatek,
Aporl/szczep dziki (rys. 7.9 A) i Apor2/szczep dziki (rys. 7.9 B) wskazujg, ze poziom
ekspresji biatek Tom70, Tom40, Tob55 i MNnSOD byt zwigkszony dla mutantéw Aporl i
Apor2 w poréwnaniu ze szczepem dzikim, przy czym w przypadku mutanta Aporl
uzyskano wieksze réznice iloSciowe. Zwiekszenie poziomu byto wyzsze w fazie
logarytmicznej wzrostu i zmniejszato sie w fazie stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej fazie wzrostu. Co ciekawe, poziom ekspresji CuZnSOD w cytozolu w

przypadku obu mutantéw byt zwiekszony tylko w fazie logarytmicznej. Co wiecej,
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wartosci analizowanych wskaznikow wskazujg na podobne zmiany ekspresji biatek w

fazie stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu.

szczep dziki Aport Apor2
log stac mod log stac mod log stac mod

Tom70
Tob55 e o Sn— — . o ca—

Tom4d — wes e oo G (IS GEED weov GEED WESD
Mge
MNSOD =~ oo s e e T o D

CuZnSOD s s D w— T e e d—— —
cytozolowa

Rys. 7.8
Przyktad wyniku ,western blot” bedgcego podstawg analizy iloSciowej. Log, stac, mod, to odpowiednio:
faza logarytmiczna, faza stacjonarna i modyfikowana logarytmiczna faza wzrostu. Mge, kontrola ilosciowa.

Poréwnanie wartosci  wskaznikbw roznicy poziomu ekspresji: faza
stacjonarna/faza logarytmiczna oraz modyfikowana faza logarytmiczna/faza
logarytmiczna dla analizowanych biatek i typéw komoérek drozdzy (rys. 10 A) wskazato,
ze zmiany w poziomie ekspresji, zachodzgce w fazie stacjonarnej i modyfikowane;j
logarytmicznej fazie wzrostu, sg poréwnywalne. Co wiecej, zgodnie z uprzednio
uzyskanymi wynikami (rys. 7.4), najwyzszy wzrost ekspresji obserwowano dla szczepu
dzikiego, stabszy dla Apor2 i najnizszy dla Aporl. W celu sprawdzenia, czy
obserwowane zmiany w ekspresji biatek istotnie wykazujg korelacje ze zmianami stanu
redoks w obrebie cytozolu i mitochondridéw, wyznaczono wartosci wskaznika zmiany
stanu redoks (rys. 10B). Odpowiadajg one ilorazowi wartoéci GSH/(GSH+GSSG) dla
danego przedziatu miedzy fazg stacjonarng i logarytmiczng fazg wzrostu oraz
modyfikowang fazg logarytmiczng i logarytmiczng fazg wzrostu. Warto$¢ tego
wskaznika jest rowna 1 w przypadku braku zmian stanu redoks miedzy analizowanymi
fazami wzrostu, wzrasta powyzej 1 w przypadku zmiany w kierunku redukcji i jest
mniejsza od 1 w przypadku zmiany w kierunku utlenienia. Zatem, otrzymane wartosci
wskaznika zmian stanu redoks wskazujg na silne utlenienie w obrebie cytozolu w fazie
stacjonarnej i modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu w poréwnaniu z fazg
logarytmiczng wzrostu w przypadku szczepu dzikiego, a stabsze utlenienie w

przypadku mutanta Apor2 i redukcje w przypadku mutanta Aporl.
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Il Iogarytmiczna
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I logarytmiczna modyfikowana

80
60
404

* wskaznik< 0
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Tom70 Tom40 Tob55 MnSOD CuzZznSOD Mge

wskazniki réznicy poziomu
ekspresji biatek, Aporl/dziki, %

w cytozolu

S. cerevisiae Faza Faza Faza

logarytmiczna stacjonarna logarytmiczna

modyfikowana
Tom70 80 + 11,5% 15+1,9% 28 +3,1%
Tom40 31+4% 19+ 2,3% 13+£1,7%
Tob55 60 + 8,3% 39+57% 22+ 2,5%
MnSOD 58 + 7,5% 13+1,8% 23.5+3,4%
CuzZnSOD 43 +5,1% - -
B.

Il logarytmiczna
[ stacjonarna
[ modyfikowana logarytmiczna

80
60

40
* wskaznik< O

ﬁi iﬁi iﬁi ﬁi *_ Eem

04

Tom70 Tom40 Tob55 MnSOD CuZnSOD Mge

wskazniki réznicy poziomu
ekspresji biatek, Apor2/dziki, %

w cytozolu

S. cerevisiae Faza Faza Faza

logarytmiczna stacjonarna logarytmiczna

modyfikowana

Tom70 56 + 8,2% 8 +0,95% 18 +2,2%
Tom40 20+ 2,9% 7+0,82% 7+0,75%
Tob55 22+ 3% 7+0,81% 9+1,25%
MnSOD 33+4,2% 8 +0,96% 20+ 2,7%
CuzZnSOD 32+4,7% - -

Rys.7.9

Poziom ekspresji badanych biatek w mitochondriach i frakcji cytozolowej szczepu dzikiego i mutantéw
Aporl i Apor2, izolowanych z komoérek w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie
wzrostu. Wykres prezentuje wartosci wskaznika réznicy poziomu ekspresiji biatek, mutant/szczep dziki: (A)
Aporl/szczep dziki; (B) Apor2/szczep dziki. Przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem
odchylenia standardowego) dla szesciu odrebnych eksperymentéw.
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Tom70 Tom40 Tob55 MnSOD CuznSOD Mge

cytozolowa

Szczep dziki Aporl Apor2
biatko stac/log modyf/log stac/log modyf/log stac/log modyf/log
Tom70 58 £6,4 92 +12 26+3,1 53+6 32+4.2 739
Tom40 37 £51 45+5,5 24+3 13+1,9 28+35 18+25
Tob55 32 +4 83+12,.2 10+1,3 33+45 28+4 67 8,3
MnSOD 67 +9.3 65+75 14 +1,85 33+4,4 255+ 32| 455+6,5
CuznsSOD 98 +11 85+ 10 26 + 3,2 34+4.2 47 + 6,2 60 = 8,3
Mge 2+0,22 310,35 3+x04 3,5+0,51 25+0,3 3,3+x0,4

B. Il stac/log, wild type
Il modyf log/log, wild type
I stac/log, aporl

(2]
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Rys. 7.10

Wplyw zmian wewnagtrzkomoérkowych stanéw redoks w mitochondriach i frakcjach cytozolowych
izolowanych z komérek szczepu dzikiego i mutantéw w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej fazie wzrostu na poziom ekspresji analizowanych biatek. (A) Wartosci wskaznikow roznicy
poziomu ekspresji biatek, faza stacjonarna/faza logarytmiczna i modyfikowana faza logarytmiczna/faza
logarytmiczna. (B) Warto$¢ wskaznika zmiany stanu redoks dla danego przedziatu migdzy fazg stacjonarng
i logarytmiczng wzrostu oraz modyfikowang fazg logarytmiczng i logarytmiczng wzrostu. Wartosci stanu
redoks odpowiadajg wartosciom wskaznika GSH/(GSH+GSSG). Stezenia GSH+GSSG i GSH w
izolowanych mitochondriach (w nmol/mg biatka) wyznaczano wedtug procedury opisanej w Metodach (p.
6.8). Na rysunku przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla
szesciu odrebnych eksperymentow.
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Z kolei w przypadku mitochondriow przy poréwnaniu badanych faz wzrostu
obserwowano redukcje w przypadku mutantow Apor2 i Aporl, silniejszg dla mutanta
Apor2, oraz utlenienie w przypadku szczepu dzikiego. Oznacza to, iz zmiany stanu
redoks w obrebie cytozolu sg bardziej istotne dla obserwowanych zmian ekspres;i
biatek, poniewaz zmniejszajgca sie¢ wartos¢ stanu redoks w obrebie cytozolu
wspotwystepuje ze zwigkszeniem ekspresji analizowanych biatek. Zatem, kontrolowana
zmiana stanu redoks w obrebie cytozolu prowadzi do zmiany ekspresji analizowanych
biatek zgodnej z przewidywaniami, przy czym dostepne dane nie pozwalajg catkowicie

wykluczyé¢ roli zmian stanéw redoks w obrebie mitochondriéw.

7.7.1 Poziom uwalniania O,” z mitochondriéw jest istotny dla stanu redoks

w obrebie cytozolu i poziomu ekspresji biatka Tom40

Poniewaz stwierdzono zwigzek funkcjonalny miedzy stanem redoks w obrebie
cytozolu a poziomem ekspres;ji biatek komdrkowych, w tym biatka Tom40 (patrz Wyniki,
p. 7.7), postanowiono sprawdzié¢, czy istotnie w determinacji stanu redoks w obrebie
cytozolu posredniczy¢ moze uwalnianie O,” z mitochondriow (patrz Wyniki, p. 7.3).
Zatem, poziom uwalniania O,” z mitochondriéw (patrz Metody, p. 6.7) wyznaczono dla
mitochondriéw izolowanych z komorek szczepu dzikiego i mutantéw Aporl i Apor2 w
logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu.
Postanowiono rowniez sprawdzi¢ czy istnieje korelacja miedzy poziomem uwalniania
O, z mitochondridéw a poziomem ekspresiji biatka Tom40. Dla iloSciowego oszacowania
poziomu ekspresji tego biatka wykorzystano rozdziaty elektroforetyczne frakciji
mitochondrialnych, ich przeniesienie na btone nitrocelulozowg i immunodetekcje za
pomocg swoistego przeciwciata anty-Tom40 (patrz Metody, p. 6.6.5). Przyktad wyniku
~western blot” bedgcego podstawg analizy ilosciowej przedstawiono na rys. 7.8 i rys.
7.11. Poziom uwalniania O, z mitochondriow drozdzowych okreslono, wyznaczajgc
szybkos¢ redukcji NBT przez te mitochondria, przy czym adekwatnos¢ pomiaru
sprawdzano, podajgc dysmutaze ponadtlenkowg (patrz Wyniki, p. 7.3).

Uzyskane wartosci poziomu uwalniania 02~ z mitochondriébw i poziomu
ekspresji biatka Tom40 zebrano w tab. 3. Zgodnie z wczesniej przeprowadzonymi
pomiarami, obliczone wartosci uwalniania O,” z mitochondriow wskazywaty, ze dla
mitochondriow szczepu dzikiego i mutanta Apor2 uwalnianie O,  byto niskie w
logarytmicznej fazie wzrostu i wzrastalo w fazie stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej fazie wzrostu, przy czym sfabiej w przypadku mitochondriow Apor2.
Natomiast w przypadku mitochondriow Aporl obserwowano wysokie uwalnianie Oy~ w

logarytmicznej fazie wzrostu i jego znaczgce obnizenie w fazie stacjonarnej i
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modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu. Zatem, niezaleznie od badanego szczepu
drozdzy, poziom uwalniania O, z mitochondriéw byt poréwnywalny w przypadku fazy
stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu i roznit sie istotnie od
poziomu wyznaczonego dla logarytmicznej fazy wzrostu. Analogiczne réznice miedzy
analizowanymi fazami wzrostu uzyskano w przypadku wewngtrzkomorkowych stanow

redoks, szczegolnie w przypadku cytozolu (rys. 7.5 7.6).

szczep szczep dziki

faza wzrostu logarytmiczna | stacjonarna| modyfikowana
logarytmiczna

poziom uwalniania anionorodnika

[pmol/min/mg biatka mito] 6,8+0,8 109,2+14,2 96,7+8,7

Poziom ekspresji Tom40 148+18 196123 215x27

(jednostki umowne)

szczep Aporl

faza wzrostu logarytmiczna | stacjonarna| modyfikowana
logarytmiczna

poziom uwalniania anionorodnika

[pmol/min/mg biatka mito] 248,8+34,8 7,8+0,7 23,4+3,3

Poziom ekspresji Tom40 225129 279137 254431

(jednostki umowne)

szczep Apor2

faza wzrostu logarytmiczna | stacjonarna| modyfikowana
logarytmiczna

poziom uwalniania anionorodnika 9,6+1,3 42,4+3,4 52,345,8

[pmol/min/mg biatka mito]

Poziom ekspresji Tom40 178+19 228+ 15 210 £26

(jednostki umowne)

Tab.3

Poziom uwalniania Oy z mitochondriéw badanych szczepéw drozdzy oraz poziom ekspresji Tom40 w
mitochondriach. Mitochondria izolowano z komodrek szczepu dzikiego i mutantéw Aporl i Apor2 w
logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. Inkubacje mitochondriéw
prowadzono w buforze M (0,65 M mannitol, 10 mM Hepes, pH 6,9, 10 mM bufor fosforanowy, pH 6,9, 5
mM KCI, 4 mM MgCl, i 0,2% BSA). Poziom uwalniania O, z mitochondriow (w pmol/min/mg biatka
mitochondrialnego) wyznaczano na podstawie szybkosci redukcji NBT przez mitochondria. Szybkos¢
redukcji NBT mierzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali A = 560 nm i w obecnosci etanolu jako
substratu oddechowego. Stosowano: mitochondria (100 pg), NBT (0,07 mg/ml) i 30 mM etanol. W tabeli
zebrano wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla szesciu odrebnych
eksperymentow.

Oznacza to, iz uwalnianie O,” z mitochondriéw odgrywa kluczowg role w

determinacji standw redoks, szczegdlnie w przypadku cytozolu. Co wiecej, poziom
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ekspresji biatka Tom40, wyznaczony dla badanych mitochondriéw izolowanych z
komorek w analizowanych fazach wzrostu, wykazuje istotna korelacje z poziomem
uwalniania O, z mitochondriéw. Stwierdzono bowiem, iz znaczgcy wzrost w poziomie
uwalniania O, z mitochondriéw wspoétwystepuje ze zwiekszonym poziomem ekspresji
biatka Tom40, co byto szczegdlnie widoczne w przypadku mitochondriéw szczepu
dzikiego. Zatem, mozna zatozy¢, ze zwiekszone utlenienie w obrebie cytozolu, ktore
posredniczy w zwiekszeniu ekspresiji biatka Tom40 (oraz innych badanych biatek; patrz

Wyniki, p. 7), jest wywotane zwiekszonym uwalnianiem O, z mitochondriow.

7.7.2 Kompleks TOM uczestniczy w uwalnianiu O, z mitochondriéw

Jest faktem dobrze znanym, iz w uwalnianiu O, z mitochondriéw uczestniczy
kanat VDAC (Han i in., 2003). W zwigzku z tym, pojawito sie pytanie: w jaki sposéb O,™
uwalniany jest z mitochondribw mutanta Aporl, pozbawionego izoformy VDAC zdolnegj
do tworzenia kanatu? Poniewaz dostepne dane wskazujg, iz kompleks TOM moze
uczestniczyé w transporcie metabolitow (Kmita i Budzinska, 2000; Antos i in., 2001),
postanowiono sprawdzi¢ czy kompleks ten moze by¢ takze miejscem uwalniania O, z
mitochondriéw. Wymagato to w pierwszym rzedzie opracowania warunkow skutecznej
blokady tego kompleksu przez importowane biatko. W tym celu wykorzystano biatko
fuzyjne pb,-DHFR (patrz Metody, p. 6.12 oraz 6.13), ktére importowano do
mitochondriébw szczepu dzikiego i mutanta Aporl w warunkach sprzyjajgcych jego
zatrzymaniu w obrebie kompleksu TOM (patrz Metody, p. 6.14.5), po czym sprawdzano

wptyw zastosowanych warunkéw na poziom uwalniania O, z mitochondriéw.

7.7.3 Blokada kompleksu TOM hamuje uwalniania O, z mitochondriéw

W celu zablokowania kompleksu TOM import biatka pb,-DHFR prowadzono w
nastepujgcych warunkach: (1) klasyczne warunki importu umozliwiajgce przejSciowag
blokade kompleksu TOM przez importowane biatko; (2) preinkubacja pb,-DHFR z
metotreksatem (MTX) przed reakcjg importu do mitochondridw, co uniemozliwia
rozfaldowanie czesci DHFR i prowadzi do jej zatrzymania na zewnatrz mitochondriow,
przy rownoczesnej translokacji przez btony mitochondrialne czesci pb,-DHFR, skutkiem
czego dochodzi do stabilnej blokady kompleksu TOM oraz kompleksu TIM23; (3) import
biatka pb,-DHFR do mitochondriéw, pozbawionych potencjatu btony wewnetrznej, co
uniemozliwia transport tego biatka przez btone wewnetrzng, skutkiem czego dochodzi

do jego translokacji tylko przez btone zewnetrzng, ktérej towarzyszy blokada kompleksu
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TOM. Dla celéw opisu wynikow przeprowadzonych eksperymentow warunki te opisano
za pomocg nastepujgcych skrétéw: (1) import; (2) import + MTX; (3) import + U, gdzie U
oznacza zniesienie potencjatu btony wewnetrznej (z ang. uncoupling). Efekt blokady
zostat wyrazony jako procent obliczonego hamowania uwalniania O, z
uwzglednieniem prob kontrolnych, ktére nie zawieraty biatka pb,-DHFR

Jak wynika z danych zebranych w tab. 4, zastosowane warunki blokady
kompleksu TOM prowadzity w réznym stopniu do hamowania uwalniania O,” z
badanych mitochondriéw. Najwyzszy poziom hamowania obserwowano dla warunkow
stabilnej blokady kompleksu TOM i TIM23 (import + MTX), a najnizszy w przypadku
klasycznego importu (import). Co ciekawe, poziom hamowania zalezat od poziomu
uwalniania O,~ z mitochondriéw i wzrastat wraz ze wzrostem uwalniania O,” z
mitochondriéw (patrz tab. 4). Co wiecej, istotna byta takze obecnos¢ funkcjonalnego
kanatlu VDAC. Jego brak zasadniczo zwiekszat hamowanie uwalniania O,” z
mitochondribw w wyniku blokady kompleksu TOM. Zatem, najwyzszy poziom
hamowania obserwowano dla mitochondriow Aporl, izolowanych z komorek w
logarytmicznej fazie wzrostu. Co ciekawe, poroéwnywalny poziom hamowania,
obserwowany dla mitochondriéw obu badanych szczepow izolowanych z komoérek w
stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu, wskazuje na to, iz obie te
fazy wykazujg istotne podobienstwo warunkéw wewnatrzkomérkowych. Z drugiej
strony, hamowanie uwalniania O, z mitochondriéw w wyniku blokady kompleksu TOM
obserwowane dla mitochondriéw szczepu dzikiego wskazuje na mozliwos¢ udziatu tego

kompleksu w uwalniania O, nawet w obecnosci funkcjonalnego kanatu VDAC.

Poziom hamowania uwalniania 02 ™ [%)]

SZCZEP DZIKI Aporl
logarytmiczna | stacjonarna | modyfikowana | logarytmiczna | stacjonarna | modyfikowana
logarytmiczna logarytmiczna

import | 2+0.23 4+0.48 8+1.23 16x1.44 10+£1.34 10+£0.92
import | 8+1.12 15+2.11 16+£2.28 30+2.12 18+1.98 17+1.87
+ MTX
import | 5+0.65 8+0.63 12+1.67 17+2.38 13+£1.77 14+41.32
+U
Tab.4

Wptyw zastosowanych warunkéw blokady kompleksu TOM na poziom uwalniania 02 przez
mitochondria szczepu dzikiego i mutanta Aporl, izolowane z komorek w logarytmicznej,
modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. Poziom uwalniania O, z
mitochondridow (w pmol/min/mg biatka mitochondrialnego) wyznaczano na podstawie szybkosci
redukcji NBT przez te mitochondria. Szybkos¢ redukcji NBT mierzono spektrofotometrycznie,
przy dtugosci fali A = 560 nm i w obecnosci etanolu jako substratu oddechowego. Stosowano:
mitochondria (100ug), NBT [0.07 mg/ml], etanol [30mM]. W tabeli przedstawiono wartosci
usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla szeSciu odrebnych
eksperymentow.
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7.7.4 Poziom wigzania biatka pb,-DHFR w warunkach stabilnej blokady
kompleksu TOM oraz kompleksu TIM23 (import + MTX) wykazuje korelacje
z poziomem ekspresji biatka Tom40 i poziomem hamowania uwalniania O,"

z mitochondriéw

Biorgc pod uwage, ze najsilniejsze hamowanie uwalniania 0O," z
mitochondriéw obserwowano po preinkubacji pb,-DHFR z metotreksatem (MTX) przed
reakcjg importu do mitochondriéw (import + MTX), postanowiono sprawdzi¢ poziom
wigzania tego biatka przez badane mitochondria, izolowane z komoérek w réznych
fazach wzrostu. Jak pokazano na rys. 7.11, zwigzane biatko pb,-DHFR widoczne jest w
postaci prekursora (p) i produktu posredniego (i; ang. intermediate). Wynika to z faktu,
iz utrzymywana w stanie pofatdowania czes¢ DHFR nie moze ulec translokacji przez
btony mitochondrialne i tylko zawarta w tym biatku czes¢ b, ulega translokacji przez
kompleks TOM i TIM23 i podlega dziataniu proteazy zlokalizowanej w matriks
mitochondrialnej (patrz Wyniki, p. 7.9.1). Co wiecej, podanie proteinazy K (+PK)
powoduje degradacje czesci DHFR pozostajgcej na zewnatrz mitochondriow. Zatem,
zastosowanie przeciwciata anty-DHFR pozwala na detekcje biatka pb2-DHFR tylko przy
braku tej proteinazy (-PK).

Analiza wyniku ,western blot”, ktérego przyktad przedstawiono na rys. 7.11,
wskazuje, ze wzrost poziomu ekspresji biatka Tom40 w mitochondriach szczepu
dzikiego, zalezny od analizowanej fazy wzrostu, wspolwystepowat ze zwiekszonym
poziomem wigzania biatka pb,-DHFR. Z kolei, dla mitochondriéw Aporl, mimo
niewielkiego wzrostu poziomu ekspresji biatkka Tom40, pojawiajgcego sie w wyniku
przejscia komérek z fazy logarytmicznej wzrostu do fazy stacjonarnej lub
modyfikowanej fazy logarytmicznej wzrostu, obserwowano wyrazny spadek poziomu
wigzania biatka pb,-DHFR. Zatem, poziom wigzania biatka pb,-DHFR przez badane
mitochondria w zastosowanych warunkach blokady kompleksu TOM wykazuje
korelacje z poziomem hamowania uwalniania O,” (patrz tab. 4) i poziomem ekspres;ji
biatka Tom40.
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szczep dziki Apor1
log stac modyf log stac  modyf
Tom 40 L e e S D
Mge
/p ——— - e —— -PK
pb, - DHFR
\i
+PK
Rys.7.11

Korelacja miedzy poziomem ekspresji biatka Tom40 i poziomem wigzania biatka pb2-DHFR w
warunkach blokady kompleksu TOM i TIM23 (import + MTX) dla mitochondriow szczepu
dzikiego i mutanta Aporl, izolowanych z komérek w fazie logarytmicznej, stacjonarnej i
modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu. Mitochondria poddawano elektroforezie SDS-
PAGE. Poziom ekspresji biatek Tom40 i Mge oraz poziom wigzania biatka pb,-DHFR w
warunkach “import + MTX” uwidoczniono za pomocg swoistych przeciwciat (,western blot”).
Mge kontrola ilosciowa. Na rysunku przedstawiono przyktadowy wynik ,western blot” bedacy
podstawg analizy ilosciowej, uzyskany dla 50 ug mitochondriéw inkubowanych w obecnosci 1ug
pb2-DHFR. Wigzanie pb,-DHFR w warunkach importu “import + MTX” opisano w ,Metodach” (p.
6.14.5). Po inkubacji mitochondria zawieszano w buforze SM (Sacharoza 250 mM, MOPS-KOH
10 mM, pH 7,2) a uzyskang suspensje dzielono na dwie réwne czesci. Jedng z nich traktowano
proteinazg K (250 pg/ml, 10 min, 0°C) (+PK), podczas kiedy drugg pozostawiano jako kontrole
dziatania PK (-PK). Wyznaczone wartosci pozioméw Tom40, Mge i pb,-DHFR réznity sie w
granicach nie wiekszych niz 15% (cztery niezalezne eksperymenty dla obu typow
mitochondriéw, izolowanych z komérek w réznej fazie wzrostu). P oraz i oznaczajg odpowiednio
prekursor i produkt posredni biatka pb2-DHFR; log, stac, modyf oznaczajg odpowiednio
logarytmiczng, stacjonarng i modyfikowang logarytmiczng faze wzrostu.

7.7.5 Hamowanie uwalniania O,” z mitochondriéw w wyniku blokady kompleksu
TOM wymaga integralnosci strukturalnej kompleksu TOM i zewnetrznej

btony mitochondrialnej

Jak pokazano w tab. 4, najwyzszy poziom hamowania uwalniania O,” w wyniku
blokady kompleksu TOM w warunkach ,mport + X" (patrz Wyniki, p. 7.9.1)
obserwowano dla mitochondriéw Aporl, izolowanych z komorek w logarytmicznej fazie
wzrostu. Réwnoczes$nie dla mitochondridw tych otrzymano najwyzszy poziom
uwalniania O, (tab. 7.4).  Dlatego zdecydowano sie wykorzysta¢ mitochondria mutanta
Aporl, izolowane z komérek w logarytmicznej fazie wzrostu, do sprawdzenia skutkow
blokady kompleksu TOM w warunkach ,import + MTX” przez wzrastajgce stezenia pb,-
DHFR. Zastosowano nastepujgce stezenia biatka pb,-DHFR (w ug na 50 ug biatka

mitochondrialnego): 0.05, 0.2, 1 i 2. Jak pokazano na rys. 12 A i B, poziom wigzania
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pb,-DHFR przez mitochondria wzrastat wraz ze wzrostem jego stezenia podczas
reakcji importu. Co wiecej, wzrastajgcy poziom wigzania pb,-DHFR przez mitochondria
powodowat wzrost hamowania uwalniania O, (Rys. 12 C).

Aby sprawdzi¢ czy hamowanie uwalniania O, bylo rzeczywiscie spowodowane
blokadg kompleksu TOM, wykonano takie same pomiary dla mitochondridéw, ktore
przed reakcjg importu inkubowano w obecnosci trypsyny. Trypsyna powoduje
degradacje podjednostek kompleksu TOM petnigcych funkcje receptoréow, co z kolei
powoduje upos$ledzenie procesu importu biatek do mitochondriéw, poniewaz
podjednostki te sg istotne dla rozpoznania biatek i zainicjowania ich translokacji przez
btone zewnetrzng (Rapaport i in., 1999; Antos i in., 2001). Zatem, po zadziataniu
trypsyny blokada kompleksu TOM powinna by¢é mniej skuteczna i w zwigzku z tym
wigzanie biatka pb,-DHFR przez mitochondria i hamowanie uwalniania O,” z
mitochondriéw stabsze. Jak pokazano na rys. 7.12 B, po zadziataniu trypsyng badane
mitochondria wigzaly mniejsze ilosci biatka pb,-DHFR. Co wiecej, spadek poziomu
wigzania biatka pb,-DHFR wspétwystepowat z ostabieniem hamowania uwalniania O,~
z mitochondriéw przez zastosowane stezenia biatka pb,-DHFR (rys. 7.12 C).

Po zadziataniu trypsyng poziom hamowania uwalniania O,” z mitochondriow
obnizat sie (w %) od 6,5+£0,8 do 3+0,4 dla 0,05 ug pb,-DHFR, z 12 +1,7 do 6%0,7 dla
1,0 ug pb,-DHFR, z 30£3,4 do 11+1,6, dla 1,5ug pb,-DHFR i z 36+3,8 do 15+2,2, dla
2,0 ug pb,-DHFR (stezenie biatka pb,-DHFR przeliczono na 50 pg biatka
mitochondrialnego).

W przypadku mitoplastow, dla ktérych przeprowadzono analogiczne pomiary,
takze obserwowano wigzanie biatka pb,-DHFR, jednak poziom wigzania byt stabszy w
poréwnaniu z mitochondriami ( rys. 7.12 B), podobnie jak jego wptyw na uwalnianie O,
(rys. 7.12 C). Po uszkodzeniu ciggtosci btony zewnetrznej mitochondriéw poziom
hamowania uwalniania O,” spadat (w %) od 6,5+0,8 do 4+0,5 dla 0,05 ug pb,-DHFR,
od 12 +1,7 do 7+1 przy 0,2 ug pb,-DHFR, od 303 do 9,0+1,1 przy 1 pg pb,-DHFR i od
36+3,8 do 13+1,9 przy 2 ug pb,-DHFR (stezenie biatka pb,-DHFR przeliczono na 50 pg
biatka mitochondrialnego). Zatem, hamowanie uwalniania O,” z mitochondriéw w
wyniku blokady kompleksu TOM przez importowane biatko wymaga integralnosci

strukturalnej kompleksu TOM i zewnetrznej btony mitochondrialne;j.
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Efekt wzrastajgcego stezenia biatka pb,-DHFR blokujgcego kompleks TOM w warunkach ,import +MTX”
na uwalnianie O, z mitochondriéw mutanta Apor1, izolowanych z komorek w logarytmicznej fazie wzrostu.
Po inkubacji z biatkiem pb,-DHFR (patrz Metody, p. 6.14.5), mitochondria (natywne lub traktowane
trypsyng) lub mitoplasty, przemywano buforem HS i poddawano elektroforezie SDS-PAGE Ilub
wykorzystywano do przeprowadzenia pomiaréw uwalniania O, (patrz Metody, p. 6.7). Poziom wigzania
pb2-DHFR uwidoczniano metodg ,western blot” i przeciwcialem anty —-DHFR. A: Przyktad wyniku ,western
blot”, wykorzystanego w analizach ilosciowych. +PK oznacza traktowanie mitochondridow proteinazg K (250
pg/ml, 10 min, 0°C); p oraz i oznaczajg odpowiednio forme prekursora i produkt posredni biatka pb,-DHFR.
B: Poziom wigzania wzrastajgcych stezen pb,-DHFR dla mitochondriéw (natywnych lub traktowanych
trypsyng) i mitoplastow. Opis inkubacji mitochondriéw z trypsyng i uzyskania mitoplastow znajduje sie w
Metodach, odpowiednio, p. 6.14.5 i 6.5. C: Wptyw traktowania trypsyng i uszkodzenia zewnetrznej btony
mitochondrialnej (mitoplasty) na poziom hamowania uwalniania O™~ w warunkach blokady kompleksu TOM
(import + MTX). Wartosci przedstawione w czesci (B) i (C) zostaty usrednione (z uwzglednieniem
odchylenia standardowego) dla trzech odrebnych eksperymentow.
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7.8 Dziatanie a-amanityny i cykloheksymidu zalezy od wewnatrzkomérkowych

stanow redoks.

W przypadku badanych komorek S. cerevisiae stwierdzono, ze modyfikacja
wewnatrzkomérkowych standéw redoks prowadzi do zmian ekspresji podjednostek
komplekséw importowych zewnetrznej btony mitochondrialnej; tj. komplekséw TOM i
TOB/SAM (patrz Wyniki, p. 7.7). Poniewaz obserwowane roznice w poziomie ekspresji
mogg by¢ skutkiem zmian zachodzacych na poziomie transkrypcji i translaciji,
postanowiono sprawdzi¢ efekt dziatania inhibitora transkrypcji (o-amanityna) i translacji
(cykloheksymid) na poziom ekspresji biatek Tom40, Tom70 i Tob55 w mitochondriach
szczepu dzikiego i mutantéw, izolowanych z komérek w logarytmicznej, modyfikowanej
logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu (patrz Metody, p. 6.2). Aby obserwowane
réznice wyrazic¢ ilosciowo, uzyskane wyniki rozdziatéw elektroforetycznych i nastepnie
immunodetekcji przy pomocy metody ,western blot” poddano analizie ilosciowej,
wykorzystujgc program ScanPack3. Na rys. 7.13 przedstawiono przykiad wyniku
western blot” bedgcego podstawg analizy iloSciowej, otrzymany dla mitochondridéw
szczepu dzikiego i biatka Tom40. Uzyskane wartosci intensywnosci odpowiednich
prazkéw biatkowych wykorzystano do obliczenia warto$ci wspétczynnika A/C,
bedgcego ilorazem efektu ilosciowego a-amanityny i cykloheksymidu na poziom
ekspresji danego biatka w mitochondriach, izolowanych z komérek w réznej fazie
wzrostu. Warto$ci wspétczynnikbw A/C zebrano w tabeli (rys. 7.14). Nastepnie
obliczono warto$ci wskaznika A/C, bedacego ilorazem wspétczynnikow A/C dla danego
biatka w mitochondriach, izolowanych z komoérek w stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej fazie wzrostu oraz stacjonarnej i logarytmicznej fazie wzrostu (rys. 7.14).
W przypadku poréwnania fazy stacjonarnej wzrostu i modyfikowanej logarytmicznej
fazy wzrostu, niezaleznie od typu mitochondriow i analizowanego biatka, warto$ci
wskaznika A/C byly bliskie 1, co wskazywato na podobny efekt iloSciowy obu
inhibitoréw w przypadku tych faz wzrostu. Natomiast przy poréwnaniu fazy stacjonarnej
z logarytmiczng fazg wzrostu, wartosci wskaznika A/C byly wyraznie rézne od 1, co
wskazywato na réznice w efekcie dziatania zastosowanych inhibitoréw. Poniewaz w
przypadku badanych komoérek S. cerevisiae wartosci wewnatrzkomorkowych stanéw
redoks sg porownywalne w stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu i
wyraznie rézne od wystepujgcych w logarytmicznej fazie wzrostu (patrz Wyniki, p. 7.5),
oznacza to, iz wewnatrzkomorkowe stany redoks sg istotnym czynnikiem w dziataniu

a-amanityny i cykloheksymidu.
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FAZA logarytmiczna stacjonarna modyfikowana

Tom40 SR S TN TR A AN TR e e

K A C K A C K A C

Rys. 7.13

Wptyw a-amanityny i cykloheksymidu na poziom ekspresji biatka Tom40 w mitochondriach
szczepu dzikiego, izolowanych z komoérek w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej fazie wzrostu. Komérki inkubowano w obecnosci a-amanityny (A; 40 ug/ml) lub
cykloheksymidu (C; 7,5 pug/ml) lub w warunkach kontrolnych (K), po czym przeksztatcano je w
sferoplasty i izolowano mitochondria. Poziom ekspresiji biatka Tom40 w mitochondriach badano
metodg ,western blot” z uzyciem specyficznego przeciwciata. Przedstawiony wynik byt typowy
dla pieciu przeprowadzonych rozdziatéw elektroforetycznych. Wyznaczone wartosci poziomu
Tom40 rdéznity sie w granicach nie wigkszych niz 15% dla pieciu odrebnych eksperymentéw.

§ Wskaznik A/C
Z Bl Tom70 Szczep APorl APor2
=4 1 Tom40 dziki
S 14| M Tobs5 [
g logarytmiczna
© 121 Tom40 1,08+0,11 | 1,11%0,12 1,6£0,19
o8 10l Tom70 1,25¢0,13 | 1,11%0,11 1,940,23
<E Tobs5 L1011 | 1182021 | 1172021
X 2 0,8 i
§ S Faza stacjonarna
< 2 069 Tom40 0,68£0,07 | 0,19:0,021 | 0,650,071
=3 04 Tom70 0,47+0,048 | 0,55+0,058 | 0,81+0,088
E 021 Tob55 0,68+0,07 | 1,05:0,11 0,93+0,11
g Faza
5 0,0° — logarytmiczna
g szczep dziki  Aporl Apor2 modyfikowana
o Tom40 0,68+0,07 | 0,2+0,022 0,58+0,07
& Tom70 0,51%0,053 | 0,48+0,052 | 0,89+0,1
Tob55 0,78+0,08 | 0,98+0,11 0,83£0,09
Il Tom70
[ ] Tom40
141 | s Tobss
1,2
Rys.7.14
10 Efekt a-amanityny i cykloheksymidu na poziom
0,8 ekspresji biatek Tom70, Tom40 i Tob55 w

061 mitochondriach szczepu dzikiego i mutantéw Aporl
' i Apor2, izolowanych z komérek w logarytmicznej,
0,44 modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie
0,21 wzrostu. Efekt inhibitoréw przedstawiono w postaci
ﬁ wartosci wskaznika A/C, bedgcego ilorazem
szczep dziki  Aporl Apor2 wartosci - wspotczynnika A/C, ktory odpowiada
ilorazowi efektu ilosciowego «-amanityny i
cykloheksymidu na poziom ekspresji danego biatka
w mitochandriach izolowanveh 7 komarek w réznei
fazie wzrostu Wartosci wskaznika A/C poréwnywano dla stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazy
wzrostu oraz stacjonarnej i logarytmicznej fazy wzrostu. Komorki inkubowano w obecnosci a-amanityny (A;
40 pg/ml) lub cykloheksymidu (C; 7,5 pg/ml) lub w warunkach kontrolnych (K), po czym przeksztatcano je
w sferoplasty i izolowano mitochondria. (patrz Metody, p.6.2, 6.3 i 6.4) Poziom ekspresji badanych biatek
w mitochondriach badano metodg ,western blot” z uzyciem specyficznych przeciwciat. Na rysunku
przedstawiono usrednione wartosci wskaznika A/C (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla
pieciu odrebnych eksperymentow

0,0+

wskaznik A/C
faza stacjonarna/faza logarytmiczna
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7.9 Kanal VDAC posredniczy w regulacji poziomu mRNA w sposéb zalezny oraz

niezalezny od wewnatrzkomoérkowych stanéw redoks

Poniewaz zmiany w iloSci biatka sg zwykle poprzedzone zmianami w poziomie
kodujacego to biatko mRNA, a wewnatrzkomorkowy stan redoks moze by¢ czynnikiem
modyfikujgcym przebieg transkrypcji (Wyniki, p. 7.10), postanowiono sprawdzi¢ wptyw
kontrolowanych zmian wewnatrzkomérkowych stanéw redoks w komoérkach S.
cerevisiae (patrz Wyniki, p. 7.5) na poziom ekspresji mMRNA kodujgcych wybrane biatka
komérkowe. W badaniach tych wykorzystano metode reakcji tancuchowej polimerazy
DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR; patrz

Metody, p.6.10.4), nazywang rowniez ilosciowg RT-PCR.

7.9.1 Wewnatrzkomoérkowy stan redoks jest istotnym czynnikiem, regulujgcym

poziom mRNA

W tabeli 7.6 zebrano biatka, dla ktérych badano zalezno$¢ poziomu kodujacych
je mRNA od wewnatrzkomorkowych stanéw redoks. Tabela ta zawiera rowniez krétkg
informacje o lokalizacji i funkcji tych biatek oraz wplywie stanu redoks na poziom
kodujgcych je mRNA. Poréwnanie wyznaczonych pozioméw badanych mRNA z
poziomem mMRNA genu referencyjnego pozwolito na uzyskanie wartosci tzw.
wzglednych pozioméw mRNA. Poréwnanie warto$ci wzglednych pozioméw mRNA
miedzy szczepem dzikiem i mutantem Aporl pozwolito z kolei wnioskowac o istnieniu
zaleznosci miedzy poziomem mRNA i wewnatrzkomérkowym stanem redoks.
Natomiast wtgczenie do analiz wynikébw uzyskanych dla mutanta Apor2 pozwolito
wnioskowa¢ o roli mitochondrialnego lub cytozolowego stanu redoks, poniewaz w
przypadku tego mutanta zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw nie
sg skoordynowane (patrz Wyniki, p. 7.2 i 7.5). Przyktad danych, wykorzystanych w
analizach (dla mRNA kodujgcego biatko Rtg2), przedstawiono na rys. 7.15. Jako gen
referencyjny wykorzystano MGE, poniewaz poziom ekspresji biatka Mge nie zmienia sie
w roznych warunkach wewnatrzkomérkowego stanu redoks (patrz Wyniki, p. 7.4). Dla
przyktadowego genu RTG2, kodujgcego biatko uczestniczgce w komunikacji miedzy
jadrem komorkowym i mitochondriami (Aragon i in., 2006), u szczepu dzikiego w
momencie przejscia komoérek z logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej
logarytmicznej fazy wzrostu obserwowano wzrost wzglednego poziomu mRNA.
Podobny efekt uzyskano dla komoérek Apor2. Natomiast w przypadku komorek Aporl
przejsciu z logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej logarytmicznej fazy
wzrostu towarzyszyt spadek wzglednego poziomu mRNA. Biorgc pod uwage zmiany

wewnatrzkomorkowych stanéw redoks (patrz Wyniki, p. 7.5), mozna stwierdzi¢, iz
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zmiana wewnagtrzkomorkowego stanu redoks w kierunku utlenienia zwieksza wzgledny
poziom mRNA kodujgcego biatko Rtg2 (poréwnanie szczep dziki/mutant Aporl), przy
czym analiza zmian stanéw redoks w obrebie cytozolu i mitochondriow komérek Apor2,
obserwowanych po podaniu menadionu Ilub askorbinianu (poréwnanie szczep
dziki/mutant Apor2), pozwala wnioskowag, iz utlenienie zachodzgce w obrebie cytozolu
ma wieksze znaczenie niz zachodzgce w mitochondriach (tab. 7.6). Analogiczne
obliczenia, skorelowane ze zmianami wewngtrzkomérkowych standw redoks,
przeprowadzono dla pozostatych badanych mRNA, a uzyskane wnioski zebrano w tab.
6. Istotny wptyw stanu redoks w obrebie cytozolu na wzgledny poziom mRNA
obserwowano w przypadku genéw AQY1l, MDM10, MKS1, POR1, TOB38, TOB55,
SOD1, SOD2, TIM22, TOM40. Natomiast wptyw zmian mitochondrialnego stanu redoks
na wzgledny poziom mRNA obserwowano w przypadku AQY1, MDM10, MKS1, POR1,
TOBS55, SOD1, SOD2, TIM22, TIM23, TOM40. Zatem wewnagtrzkomorkowy stan redoks
jest istotnym czynnikiem, regulujgcym ekspresje biatek mitochondrialnych o réznej
funkcji i lokalizacji, jak rowniez biatek zlokalizowanych w innych przedziatach

komorkowych.

wzgledny poziom mRNA [%]
O = N W B U1 O N

TH B B B E . RTG2

Iog‘mer‘\ stab log ask stéc ‘Iog ask men stac
WT Apor1 Apor2

Rys.7.15

Wartosci wzglednych pozioméw mRNA kodujgcego biatko Rtg2 w zréznicowanych warunkach
stanu redoks w komdrkach szczepu dzikiego oraz mutantdw Apor 1 i Apor2. Poziom ekspres;ji
mRNA kodujgcych biatka Rtg2 i Mge (gen referencyjny) wyznaczono za pomocg ilosciowej RT —
PCR (patrz Metody, p. 6.10.4) dla komoérek w logarytmicznej (log), stacjonarnej (stac) i
modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu. Faze modyfikowang uzyskano poprzez dodanie do
wczesnej fazy logarytmicznej hodowli 10 uM menadionu (men) lub 10 mM askorbinianu (ask),
zaleznie od badanego szczepu. W przypadku komoérek Apor2 zastosowano réwniez podanie
askorbinianu, wywotujgcego modyfikacje stanéw redoks odmienng od obserwowanej w fazie
stacjonarnej wzrostu. Wzgledny poziomy mRNA szacowano za pomocg programu SDS 2.3
(Applied Biosystems). Na rysunku przedstawiono warto$ci usrednione (z uwzglednieniem
odchylenia standardowego) dla dziewieciu odrebnych reakcji RT-PCR (3 powtdrzenia
techniczne oraz 3 powtérzenia biologiczne). Znaczenie statystyczne testowano przy poziomie
istotnosci o = 0,01 (test t).
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Gen funkcja lokalizacja Wewnatrz- cytozol mitochondria
komérkowy (Apor2) (Apor2)
stan redoks
(Aporl/wt)

AQY1 Kanat wodny btona komérkowa, X + +
retikulum
endoplazmatyczne
AQY2 Kanat wodny btona komérkowa,
retikulum
endoplazmatyczne
IDH1 Dehydrogenaza matriks
izocytrynianowa mitochondrialna
MDM10 Biatko wspotdziatajace z zewnetrzna X ++ +
kompleksem TOB/SAM; btona _
import biatka do mitochondrium
mitochondriéw
MKS1 Komunikacja cytozol X + +
jadro/mitochondria
POR1 I1zoforma VDAC zewnetrzna X + ++
tworzgca kanat btona
mitochondrium
POR2 I1zoforma VDAC nie- zewnetrzna X
tworzaca kanatu btona
mitochondrium
RTG2 Komunikacja cytozol X ++ +
jadro/mitochondria
SAM35/ Podjednostka zewnetrzna X +
TOB38 kompleksu TOB/SAM; btona
import biatka do mitochondrium
mitochondriéw
SAMS50/ Podjednostka zewnetrzna X + ++
TOB55 kompleksu TOB/SAM; btona
import biatka do mitochondrium
mitochondriéw
SOD1 Dysmutaza przestrzen X + +
anionorodnika m!edzyb’fongwa
ponadtlenkowego, mitochondriéw,
cynkowo - miedziowa cytozol
SOD2 Dysmutaza matriks X + +
anionorodnika mitochondrialna
ponadtlenkowego,
manganowa
SSC1 Biatko opiekuncze; matriks X
import biatka do mitochondrialna
mitochondriéw
TIM22 Podjednostka kanatowa wewnetrzna X + ++
kompleksu TIM22; btona
import biatka do mitochondrium
mitochondriéw
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TIM23 Podjednostka kanatowa wewnetrzna X +
kompleksu TIM23; btona
import biatka do mitochondrium
mitochondriow
TOM40 Podjednostka kanatowa zewnetrzna X + +
kompleksu TOM; import btona _
biatka do mitochondriow mitochondrium
TOM70 Podjednostka zewnetrzna X
kompleksu TOM; import btona _
biatka do mitochondriéw mitochondrium
ZWF1 Dehydrogenaza retikulum X
glukozo-6-fosforanowa endoplazmatyczne
MGE Biatko wspotdziatajgce z matriks
biatkiem opiekunczym mitochondrialna

Ssc1; import biatka do
mitochondriéw
Gen referencyjny

Tab. 5

Wyniki analizy wptywu wewnagtrzkomoérkowych stanéw redoks na wzgledny poziom badanych
mRNA. W czwartej kolumnie zaznaczono obserwowane réznice w ekspresji w przypadku tgczne;j
zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw (wewngtrzkomoérkowy stan redoks
(Aporl/wt). W kolumnie piatej zaznaczono réznice wspotwystepujace ze zmianami cytozolowego
stanu redoks (cytozol, Apor2), a w kolumnie széstej ze zmianami mitochondrialnego stanu
redoks (mitochondria, Apor2). Poziom ekspresji mMRNA wyznaczano za pomocg ilosciowej RT—
PCR (patrz Metody, p. 6.10.4) dla komoérek w logarytmicznej, stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej fazie wzrostu. Faze modyfikowang uzyskano poprzez dodanie do wczesnej fazy
logarytmicznej hodowli 10 uM menadionu lub 10 mM askorbinianu, zaleznie od badanego
szczepu. W przypadku komérek Apor2 zastosowano réwniez podanie askorbinianu,
wywotujgcego modyfikacje stanéw redoks odmienng od obserwowanej w fazie stacjonarnej
wzrostu (patrz Wyniki, p. 7.5). W tabeli przedstawiono skrétowo wnioski sformutowane na
podstawie usrednionych wartosci wzglednych pozioméw mRNA (z uwzglednieniem odchylenia
standardowego) dla dziewieciu odrebnych reakcji RT-PCR (3 powtdrzenia techniczne, 3
powtérzenia biologiczne). Przy opisie funkcji i lokalizacji wykorzystano strone internetowag
www.yeastgenome.org.

7.9.2 W regulacji poziomu mRNA, kodujgcych biatka jadrowe wrazliwe na zmiany
wewnatrzkomoérkowych stanéw redoks, w tym czynniki transkrypcyjne,
oraz biatka uczestniczace w komunikacji miedzy jadrem komérkowym

i mitochondriami, kluczowa role odgrywa funkcja kanatowa biatka VDAC

Jak stwierdzono powyzej (patrz Wyniki, p. 7.11.1), wewnatrzkomérkowy stan
redoks odgrywa istotng role w regulacji poziomu mRNA kodujgcego biatko Rtg2,
uczestniczgce w komunikacji miedzy jgdrem komorkowym i mitochondriami. Co wiecej,
zgodnie z opublikowanymi danymi (Aragon i in., 2008), w przypadku komoérek S.
cerevisiae modyfikacja wewnatrzkomérkowych standéw redoks prowadzi do zmian
poziomu mMRNA kodujgcych jgdrowe czynniki transkrypcyjne, uczestniczgce w adaptacii
do zmian stanow redoks (Mns2 i Mns4), oraz biatko Rtg2. Poniewaz kanat VDAC

odgrywa istotng role w determinacji wewnatrzkomérkowych stanéw redoks (patrz
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Wyniki, p. 7.2 i 7.5), nastepnym krokiem byto okreslenie wptywu obecnosci izoformy
VDAC1, tworzacej funkcjonalny kanat w mitochondriach S. cerevisiae, na poziom
transkryptow  biatek  jgdrowych, uczestniczagcych w adaptacji do zmian
wewnatrzkomorkowych standw redoks, w tym czynnikéw transkrypcyjnych, oraz biatek
uczestniczgcych w komunikacji miedzy jgdrem komérkowym i mitochondriami.

W badaniach uwzgledniono geny RTG1 i RTG2, kodujgce biatka uczestniczgce
w komunikacji jagdro komoérkowe — mitochondria, geny MSN2, MSN4, YAP2, SKN7 i
YAPL1, kodujgce jadrowe czynniki transkrypcyjne, uczestniczace w adaptacji do zmian
stanéw redoks, oraz gen SIR2, kodujgcy jadrowy czujnik stanu redoks (Butow i in.,
2004; Liu i in., 2005; Cabiscol i in., 2000; Drakulic i in., 2005). Jako kontrolne geny
zastosowano: HAP4, kodujgcy jgdrowy czynnik transkrypcyjny, kontrolujgcy geny
metabolizmu tlenowego, GPX, kodujgcy cytoplazmatyczny czujnik stanu redoks, PUF3
(kodujgcy Dbiatko, kontrolujgce transport i stabilnos¢ mRNA, kodujacych biatka
importowane do mitochondriéw) oraz TOMA40, kodujgcy biatko Tom40 (Liu i in., 2005;
Garcia-Rodriguez i in., 2007; Dolezal i in., 2007; Bohnert i in., 2007; Mokranjac i in.,
2009). Jako geny referencyjne zastosowano gen ACT1, kodujgcy aktyne, powszechnie
stosowany w badaniach ilosciowej analizy poziomu transkryptéw w komorkach S.
cerevisiae (Teste i in., 2009) i MGE (patrz Wyniki, p. 7.11.1). Wzgledne poziomy mRNA
oszacowane przy wykorzystaniu ACT1 i MGE byly poréwnywalne. Dlatego do obliczen
zostaty uzyte oba geny referencyjne.

Reakcje ilosciowej RT-PCR przeprowadzono dla komorek szczepu dzikiego i
mutanta Aporl w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie
wzrostu (patrz Wyniki, p. 7.5). Jak pokazano na rys. 7.16, niezaleznie od analizowane;j
fazy wzrostu komoérek, wzgledny poziom mRNA kodujgcych biatka Rtg1, Rtg2, Skn7,
Msn2, Msn4, Yap1, Yap2 i Sir2 byt wyraznie obnizony w przypadku mutanta Aporl, w
poréwnaniu z genami, kodujgcymi biatka Hap4, Gpx, Puf3 i Tom40. Obnizony poziom
transkryptu byt szczegolnie widoczny w przypadku czynnika transkrypcyjnego Ritg1. Co
wiecej, obnizony wzgledny poziom mRNA obserwowano zaréwno w logarytmiczne;j,
modyfikowanej logarytmicznej, jak i stacjonarnej fazie wzrostu, co oznacza, ze
obserwowane zmiany nie byly przejSciowe i zwigzane z dang fazg wzrostu, ale byly
rezultatem braku izoformy VDAC1. Z drugiej strony, zwiekszony wzgledny poziom
MRNA kodujgcego biatko Hap4, obserwowany dla komoérek Aporl, Swiadczy o tym, ze

obnizony wzgledny poziom transkryptow nie jest typowg cechg mutanta Aporl.
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Rys.7.16

Réznice wzglednych pozioméw mRNA, kodujgcych analizowane biatka w komérkach szczepu dzikiego i
mutanta Aporl, w logarytmicznej, stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu. W reakcjach
ilosciowej RT-PCR (patrz Metody, p. 6.10.4) jako geny referencyjne wykorzystano ACT1 i MGE. Wzgledny
poziom mMRNA okreslono z wykorzystaniem programu SDS 2.3 (Applied Biosystems). Na rysunku
przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego) dla dziewieciu
odrebnych reakcji RT-PCR (3 powtdrzenia techniczne, 3 powtdrzenia biologiczne). Znaczenie statystyczne
testowano przy poziomie istotnosci o = 0,01 (test t).
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Co istotne, niezaleznie od typu badanych komérek, wzgledne poziomy mRNA,
wyznaczone dla modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu, byty bardziej zblizone do
uzyskanych dla stacjonarnej fazy wzrostu niz logarytmicznej fazy wzrostu, co wskazuje
na wazng role wewnatrzkomorkowych standw redoks w mechanizmie obserwowanych
zmian. Podsumowujgc, brak izoformy VDACL1, tworzgcej funkcjonalny kanat w
mitochondriach S. cerevisiae, prowadzi prawdopodobnie do Zmian
wewnatrzkomérkowych standéw redoks i — w konsekwencji — do wyraznego obnizenia
wzglednych pozioméw mRNA, kodujgcych biatka uczestniczace w komunikacji jgdro
komorkowe/mitochondria (Rtg1, Rtg2) oraz biatka jgdrowe, petnigce funkcje czujnika
standw redoks (Sir2) i uczestniczace w przystosowaniu do zmian stanéw redoks (Skn7,
Msn2, Msn4, Yapl, Yap2).

7.9.3 Biatko VDAC1 wptywa na poziom transkryptéw poprzez mechanizm zalezny,

jak i niezalezny od wewnatrzkomorkowych stanéw redoks

Jak wykazano wczes$niej (patrz Wyniki, p. 7,2 i 7,5), komorki szczepu dzikiego i
mutanta Aporl w analizowanych fazach wzrostu roznig sie wewngtrzkomérkowym
stanem redoks. Aby zweryfikowaC¢ hipoteze, zakfadajgcg zwigzek miedzy
wewnatrzkomoérkowym stanem redoks i wzglednym poziomem mRNA kodujgcych
badane biatka (patrz Wyniki, p. 7.11. 2), poréwnano zmiany wzglednego poziomu
MRNA i wewnatrzkomorkowych standw redoks dla komorek szczepu dzikiego | mutanta
Aporl w réznych fazach wzrostu. Na rys. 7.17 A i B przedstawiono obliczone wartosci
wspotczynnika zmiany wzglednego poziomu mRNA miedzy stacjonarng i logarytmiczng
fazg wzrostu oraz miedzy modyfikowang logarytmiczng i logarytmiczng fazg wzrostu.
Uzyskane wartosci wspoétczynnika zmiany wzglednego poziomu mRNA wskazywaty
wyrazne zmiany wzglednego poziomu mRNA dla obu badanych szczepéw, z wyjatkiem
mMRNA, kodujgcego biatka Rtg1 i Hap4. Wartos¢ wspoétczynnika ponizej 1 oznacza
obnizenie wzglednego poziomu mMRNA podczas stacjonarnej lub modyfikowanej
logarytmicznej fazy wzrostu w poréwnaniu z logarytmiczng fazg wzrostu, podczas gdy
wartos¢ wspotczynnika powyzej 1 oznacza zwiekszenie wzglednego poziomu mRNA
podczas stacjonarnej lub modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu w poréwnaniu z
logarytmiczng fazg wzrostu. Zatem, w przypadku biatek Sir2, Skn7, Msn2, Msn4, Yap1,
Yap2, Gpx, Puf3 i Tom40 obserwowano spadek wzglednego poziomu kodujgcych te
biatka mRNA w komodrkach mutanta Aporl i wzrost w komérkach szczepu dzikiego.

Natomiast dla biatek Rtg1 i Hap4, niezaleznie od typu badanych komorek,
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obserwowano spadek wzglednego poziomu mRNA w przypadku Rtg1 i wzrost w

przypadku Hap4.
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Rys.7.17

Wplyw zmian wewnagtrzkomorkowych
stanéw redoks na wzgledny poziom
mRNA kodujgcych analizowane biatka
w komoérkach szczepu dzikiego i
mutanta Aporl w logarytmicznej,
modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej fazie  wzrostu: (A)
Wartosci wspotczynnika zmiany
wzglednego poziomu mMRNA miedzy
stacjonarng i logarytmiczng faza
wzrostu. (B) Wartosci wspotczynnika
zmiany wzglednego poziomu mRNA
miedzy modyfikowang logarytmiczng i
logarytmiczng fazg wazrostu. (C)
Wartosci wskaznika zmiany stanu
redoks miedzy fazami wzrostu. W
obliczeniach wartosci wspodtczynnika
zmiany wzglednego poziomu mRNA
wykorzystano dane przedstawione na
rys. 7. 16. Wartosci wskaznika zmiany
stanu redoks miedzy fazami wzrostu
obliczono wediug procedury opisanej
w opisie rys. 10.
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Nastepnym krokiem bytlo zbadanie wspdtzaleznodci miedzy zmianami
wzglednych poziomow transkryptow i zmianami standw redoks w obrebie cytozolu i
mitochondriéw. W tym celu wyznaczono warto$ci wskaznika zmiany stanu redoks (rys.
7.17 C). Jak wyjasniono wczesniej (patrz Wyniki, p. 7.7) odpowiadajg one ilorazowi
wartosci GSH/(GSH+GSSG) dla danego przedzialu miedzy fazg stacjonarng i
logarytmiczng wzrostu oraz modyfikowang fazg logarytmiczng i logarytmiczng faza
wzrostu. Wartos¢ tego wskaznika jest rowna 1 w przypadku braku zmian stanu redoks
miedzy analizowanymi fazami wzrostu, wzrasta powyzej 1 w przypadku zmiany w
kierunku redukcji i jest mniejsza od 1 w przypadku zmiany w kierunku utlenienia.
Obnizenie wzglednych pozioméw mRNA (rys. 7.17 A, B), obserwowane dla komérek
Aporl, odpowiadato wskaznikowi zmiany stanu redoks oszacowanemu dla cytozolu, ale
nie dla mitochondriow. Dla komdrek szczepu dzikiego wzrost wzglednego poziomu
MRNA (rys. 7.17 A, B) takze wspotwystepowat ze wskaznikiem zmiany stanu redoks
oszacowanym dla cytozolu, przy czym otrzymane wartosci wskaznika zmiany stanu
redoks w obrebie mitochondriow nie pozwalajg wykluczy¢ wptywu tego parametru na
obserwowane zmiany wzglednego poziomu mRNA. Co istotne, w przypadku mRNA
kodujacych biatka Rtg1 i Hap4 nie zaobserwowano wptywu zmiany stanu redoks w
obrebie cytozolu i mitochondriow. Mozna zatem zatozy¢, ze w przypadku tych mRNA
obecno$¢ biatka VDAC1 wptywata na ich wzgledny poziom w sposob niezalezny od
zmian wewngtrzkomdrkowego stanu redoks. Z kolei w przypadku mRNA, kodujacych
Rtg2, Sir2, Skn7, Msn2, Msn4, Yapl, Yap2, Gpx, Puf3 i Tom40 stwierdzono wzrost

wzglednego poziomu w wyniku utlenienia, gtéwnie w obrebie cytozolu.

7.10 Import biatka do mitochondriéw zalezy od wewnatrzkomoérkowych stanéw

redoks

Jest faktem dobrze znanym, Ze precyzyjna kontrola procesu importu biatka do
mitochondriow zapewnia dostosowanie przebiegu tego procesu do istniejgcych
warunkéw. Poniewaz stwierdzono, ze kontrolowane zmiany stanu redoks w obrebie
cytozolu i mitochondribw prowadzi¢ mogg do zmian w ekspresji szeregu biatek
komorkowych, w tym biatek mitochondrialnych, postanowiono sprawdzi¢, czy mogag
one réwniez wywota¢ zmiany w poziomie i szybkosci importu biatek do mitochondriow.
W tym celu przeprowadzono reakcje importu dwoch biatek: Tob55 i biatka fuzyjnego
Su9-DHFR (biatko fuzyjne, sktadajgce sie z 66 aminokwasow kornca aminowego
podjednostki 9 syntazy ATP Neurospora crassa i mysiej reduktazy dihydrofolianu,

Pfanner i in., 1987, patrz Metody, p. 6.14.1 — 6.14.3) do mitochondriéw szczepu
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dzikiego, izolowanych z komoérek w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i
stacjonarnej fazie wzrostu.

Na rys. 7.18 przedstawiono przyktady wynikow reakcji importu obu biatek, ktére
wykorzystywano w analizach ilosciowych. Biatko Tob55 po wbudowaniu w btone
zewnetrzng mitochondriéw S. cerevisiae podlega dziataniu proteinazy K (PK), skutkiem
czego powstajg dwa fragmenty o wielkosci okoto 20 i 30 kDa, przy czym dla
oszacowania poziomu i szybkosci tego biatka uwzglednia sie fragment o wiekszej
intensywnosci, czyli fragment 30 kDa (Habib i in., 2006). Biatko fuzyjne Su9-DHFR
(patrz Metody, p. 6.14.3) ulega importowi do btony wewnetrznej mitochondriéw, przy
czym prekursor (p) ulega przeksztatceniu w dojrzatg posta¢ biatka (m; z ang. mature)
na skutek usuniecia presekwencji, pochodzacej z podjednostki 9 syntazy ATP, w
wyniku dziatania proteaz matriksowych. Dojrzata forma biatka nie podlega dziataniu
podanej z zewnatrz PK, a zatem degraduje ona tylko te frakcje biatka, ktéra nie ulegta
importowi do btony wewnetrznej. Zatem, w obliczeniach poziomu i szybkosci importu
tego biatka uwzglednia sie prazek, okreslony symbolem ,m”. Dla ilosciowego
oszacowania poziomu importu Tob55 i Su9-DHFR wykorzystano rozdziaty
elektroforetyczne mitochondriéw po zakohczonych reakcjach importu i detekcje za

pomocg autoradiografii (patrz Metody, p. 6.14.4.).

PK
P —
-

30 kDa

Rys. 7.18

Przyktady typowych wynikéw importu biatka Tob55 i Su9-DHFR do mitochondriow szczepu
dzikiego izolowanych z komorek w fazie logarytmicznej wzrostu. Import znakowanych S* biatek
(patrz Metody, p. 6.14.2) prowadzono przez 5, 10 i 20 minut zgodnie z procedurg opisang w
Metodach (p. 6.14.3). Po inkubacji mitochondria zawieszano w buforze SM (250 mM sacharoza,
10 mM MOPS-KOH, pH 7,2), a uzyskang zawiesine dzielono na dwie réwne czesci. Jedng z
nich traktowano proteinazg K (250 pg/ml, 10 min, 0°C) (+PK), podczas gdy drugg pozostawiano
jako kontrole dziatania PK (-PK). Importowane biatka uwidaczniano metodg autoradiografii
(patrz Metody, p. 6.14.4). Wyznaczone wartosci poziomu importu badanych biatek przy
okreslonym czasie trwania reakcji importu réznity sie w granicach nie wigekszych niz 15% (trzy
niezalezne eksperymenty dla obu biatek). P oraz m oznaczajg odpowiednio prekursor i dojrzatg
posta¢ biatka Su9-DHFR. BiatkoTob55 po wbudowaniu w btone zewnetrzng mitochondriow
podlega dziataniu proteinazy K (PK), skutkiem czego powstajg dwa fragmenty o wielkosci okoto
20 30 kDa.
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Rys. 19. Import biatka Su9-DHFR i Tob55 do mitochondriéw szczepu dzikiego izolowanych z
komoérek w logarytmicznej, modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu.
Reakcje importu (patrz Metody, p.6.14.3. lub podpis Rys.7.18) prowadzono czasie 5, 10 i 20
minut. Przedstawiono wartosci usrednione (z uwzglednieniem odchylenia standardowego)
dla trzech odrebnych eksperymentéw.

Na rys. 7.19 przedstawiono poziom i szybkos¢ importu badanych biatek do

mitochondridw szczepu dzikiego izolowanych z komoérek w réznej fazie wzrostu, a wiec

z komorek o roznych wartosciach wewnatrzkomorkowych stanéw redoks (patrz Wyniki,

p. 7.2 i 7.5). W przypadku biatka Su9-DHFR nie zaobserwowano réznic w przebiegu

importu dla réznych faz wzrostu komorek. Natomiast dla biatka Tob55 obserwowano

wyrazne podobienstwo przebiegu importu do mitochondridw izolowanych z komorek w

modyfikowanej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu w poréwnaniu z

88



7. WYNIKI

mitochondriami izolowanymi z komorek w logarytmicznej fazie wzrostu. Obserwowane
réznice w imporcie tego biatka wspotwystepujg z réznicami w poziomie ekspresji tego
biatka w mitochondriach izolowanych z komdérek w analizowanych fazach wzrostu
(patrz Wyniki, p. 7.7), co wskazuje na istotng role wewnatrzkomoérkowych stanow
redoks w regulacji poziomu biatek mitochondrialnych poprzez ich oddziatywanie na
proces importu biatka do mitochondriow. Jednak biorgc pod uwage wyniki uzyskane dla
biatka Su9-DHFR nalezy zauwazy¢, ze mechanizm ten nie dotyczy wszystkich biatek

importowanych do mitochondriow.
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8 Dyskusja

Prawidlowe funkcjonowanie mitochondriow jest mozliwe dzieki skutecznej
komunikacji miedzy mitochondriami i jgdrem komodrkowym, ktéra z kolei wymaga
zmiany w ekspresji i funkcjonowaniu szeregu biatek zlokalizowanych w r6znych
przedziatach komorkowych. Obecnie nie ulega juz watpliwosci, ze istotng role w
inicjowaniu tych zmian odgrywajg sygnaty, generowane przez mitochondria. Dostepne
dane literaturowe wskazujg, iz mogg one polega¢ na zmianach wewngtrzkomérkowych
standéw oksydacyjno-redukcyjnych (redoks), w tym w obrebie cytozolu, a zmiany te
posredniczy¢é mogg nastepnie w regulacji ekspresji biatek, takze na poziomie
transkrypciji, jak i ich aktywnosci, stabilizacji, lokalizacji, dostepnosci i oddziatywan z
innymi czgsteczkami (np. Butow i Avadhani, 2004; Storz, 2006; Pesaresi i in., 2007,
Woodson i Chory, 2008). W niniejszej pracy stwierdzono, ze w przypadku drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w zmianach stanu redoks w obrebie cytozolu i
mitochondriéw posredniczy biatko VDAC, zlokalizowane w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej (Budzinska i in., 2007; Gatganska i in. 2008 i 2010).

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg bardzo dobrym modelem w badaniach
zaleznosci funkcjonalnych miedzy biatkiem VDAC, wewnatrzkomorkowymi stanami
redoks (np. cytozol, mitochondria) i ekspresja/aktywnoscig biatek komérkowych. Po
pierwsze, w mitochondriach drozdzy Saccharomyces cerevisiae wystepujg tylko dwie
izoformy biatka VDAC (VDAC1 i VDAC2), kodowane przez odrebne geny — PORL1 i
POR2, ale tylko biatko VDAC1 tworzy funkcjonalny kanat (Blachly-Dyson i in., 1997,
Lee i in., 1998). Jest to kanat o typowej charakterystyce, a brak innych izoform
tworzgcych kanat, niezwykle upraszcza badania dotyczgce znaczenia funkcji kanatowe;j
biatka VDAC. Po drugie, mutacje w obrebie obu izoform biatka VDAC S. cerevisiae
(mutanty Aporl i Apor2) skutkujg zmianami w transporcie metabolitbw przez btone
zewnetrzng mitochondriéw (Michejda i in., 1990; Lee i in., 1998; Kmita i in., 1999), jak i
zmianami w ekspresji biatek mitochondrialnych na poziomie biatka i kodujgcych je
MRNA (Antos i in., 2001; Kmita i in., 2004). Po trzecie, wewngtrzkomorkowe stany
redoks u wyjsciowego szczepu dzikiego oraz mutantow Aporl i Apor2 sg rézne i tatwo
je kontrolowa¢ (Gatganska i in., 2008; 2010). Co istotne, ze wzgledu na ewolucyjng
bliskosc linii rozwojowych zwierzat i grzybow, drozdze S. cerevisiae stanowig dogodny
materiat w wyjasnianiu zagadnien zwigzanych z funkcjonowaniem komoérek cztowieka
oraz dla opracowywania nowych technik diagnostycznych i terapii, zwigzanych z

réznymi schorzeniami i starzeniem sie (np. Spradling i in., 2006).
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Zmiana wewnagtrzkomorkowych standw redoks podczas wzrostu komorek S.
cerevisiae jest faktem dobrze znanym (np. Drakulic i in., 2005), przy czym mechanizmy
regulacji tego zjawiska nie zostaty dotgd precyzyjnie wyjasnione. Wyniki opisane w
niniejszej pracy wskazujg na izoformy biatka VDAC jako istotny czynnik, posredniczgcy
w determinacji wewnatrzkomérkowych stanow redoks w komorkach S. cerevisiae. Jak
pokazano (patrz Wyniki, p. 7.2 i 7.5), komorki szczepu dzikiego oraz mutantow Aporl i
Apor2 w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu réznig sie wartoscig stanu redoks w
obrebie cytozolu i mitochondriow. Co istotne, aktywnos¢ podstawowych enzyméw
antyoksydacyjnych w cytozolu (CuzZnSOD i katalaza) oraz w mitochondriach (MnSOD,
peroksydaza glutationowa i reduktaza glutationowa) odpowiada obserwowanym
zmianom stanow redoks w tych przedziatach, uruchamianym przez brak danej izoformy
biatka VDAC (patrz Wyniki, p. 7.6) Ogdlnie rzecz biorgc, zmiana stanu redoks w
kierunku utlenienia powoduje wzrost aktywnosci tych enzymow, podczas gdy zmiana w
kierunku redukcji — spadek. Co ciekawe, poziom ekspresji MNnSOD i CuZnSOD takze
zmienia sie przy braku danej izoformy biatka VDAC (patrz Wyniki, p. 7.7). Poniewaz
enzymy antyoksydacyjne chronig komorki przed niebezpiecznymi zmianami stanéw
redoks, réwnoczesnie przyczyniajgc sie do determinacji aktualnie istniejgcych stanow
redoks, obserwowany wptyw izoform biatka VDAC na aktywnosc¢ i poziom ekspresji tych
enzymow wskazuje na udziat biatka VDAC w powstawaniu stanéw redoks w obrebie
cytozolu i mitochondriow. Co wiecej, przynajmniej czesciowo zjawisko to nie zalezy od
funkcji kanatowej biatka VDAC.

Biorgc pod uwage zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriow
komoérek szczepu dzikiego i obu badanych mutantéw (patrz Wyniki, p. 7.2 i 7.5), mozna
stwierdzi¢, ze w determinacji stanu redoks w obrebie cytozolu uczestniczy gtéwnie
izoforma VDACH1, przy czym izoforma VDAC2 wywiera efekt iloSciowy. Natomiast w
przypadku stanu redoks w mitochondriach istotny jest udziat obu izoform. Poniewaz
wewnatrzkomorkowe stany redoks szacowano poprzez pomiar stezenia zredukowane;j
(GSH) i utlenionej (GSSG) formy glutationu (patrz Metody, p. 6.8) oraz wyznaczenie
wartosci wskaznika GSH/(GSH+GSSG), mozna by sugerowac, ze réznice w poziomach
redukcji w mitochondriach mutantéw Aporl i Apor2 mozna wyttumaczy¢ poprzez
wzrastajgcy poziom importu GSH do mitochondriéw Apor2 lub wzrastajgcy wyciek GSH
z mitochondriow Aporl. Jednakze dla innych mutantéw Aporl i Apor2 stwierdzono, ze
brak VDAC1 ostabia wyciek GSH, co prowadzi do jego akumulacji, podczas gdy brak
VDAC2 nie wptywa na import i wyciek GSH (Cummings i in., 2000). Dlatego
obserwowane réznice poziomu redukcji w mitochondriach mutantéw Aporl i Apor2
mitochondriéw sg rezultatem proceséw redoks. Co ciekawe, kierunek zmiany stanu

redoks podczas przejscia z fazy logarytmicznej do fazy stacjonarnej wzrostu jest ten
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sam w obrebie cytozolu i mitochondriéw (tj. w obu przedziatach obserwuje sie redukcje
lub utlenienie) tylko w przypadku obecnosci izoformy VDAC2. Zatem, mozna sadzié, ze
izoforma VDAC2 jest kluczowa dla koordynacji stanow redoks miedzy mitochondriami i
cytozolem. Pojawia sie oczywiscie pytanie dotyczgce mechanizmu funkcjonowania
izoformy VDAC2 w mitochondriach S. cerevisiae. Jak wspomniano wczesniej, biatko to
nie jest zdolne do tworzenia kanatu po rekonstytucji w sztuczne btony lipidowe, jednak
poddane nadekspresji w komorkach S. cerevisiae znosi skutki fenotypowe mutacji genu
kodujacego izoforme VDAC1 (Blachly-Dyson i in., 1997; Lee i in., 1998), przy czym
mechanizm supresiji do tej pory nie zostat wyjasniony.

Powyzsze obserwacje wskazujg na dwa mechanizmy udziatu biatka VDAC w
determinacji wewnagtrzkomorkowych standéw redoks w komorkach S. cerevisiae:
wykorzystujgcy aktywnos¢ kanatowg i niezwigzany z tg aktywnoscig. Oba te
mechanizmy sg prawdopodobnie istotne dla komunikacji miedzy jgdrem komorkowym i
mitochondriami (Pesaresi i in., 2007). Nalezy jednak pamieta¢, ze w determinacji stanu
redoks w obrebie cytozolu mogg posredniczy¢ takze organelle i procesy komérkowe.
Na przykfad, wiadomo, ze retikulum endoplazmatyczne bierze udziat w tworzeniu
wewnatrzkomoérkowej homeostazy redoks (Goerlach i in.,, 2006). Co istotne, biatko
VDAC zostato zidentyfikowane w obrebie retikulum endoplazmatycznego (Shoshan-
Barmatz i Israelson, 2005) jednakze jego rola w kontroli stanu redoks nie byta badana.
Brak jest takze danych pozwalajgcych precyzyjnie wyjasni¢ udziat izoform biatka VDAC
w determinacji stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriéw. Mozna jednak zatozyc,
ze skoro VDAC transportuje metabolity, w tym anionorodnik ponadtlenkowy (O,; Han i
in., 2003), to posrednio i bezposrednio uczestniczy w okreslaniu stanu redoks. Co
ciekawe, w niniejszej pracy stwierdzono, ze roznice stanu redoks w obrebie cytozolu
obserwowane dla badanych komorek szczepu dzikiego i mutantéw wspotwystepujg z
réznicami w poziomie uwalniania O,” z mitochondriéw (patrz Wyniki, p. 7.3 i 7.8).
Poziom tego uwalniania moze by¢ kontrolowany przez CuZnSOD zlokalizowang w
przestrzeni miedzybtonowej, poniewaz aktywnosc¢ tego enzymu pozostaje w zwigzku
funkcjonalnym z izoformami biatka VDAC (Budzinska i in., 2007).

Pojawia sie oczywiscie pytanie: w jaki sposob mitochondria Aporl pozbawione
izoformy VDAC1 tworzgcej kanat uwalniajg O,”? W niniejszej pracy wykazano, ze
poziom ekspresji biatka Tom40, kluczowej podjednostki kompleksu TOM (Dolezal i in.,
2006; Perry i in., 2008) wykazuje korelacje z poziomem uwalniania O, z
mitochondriéw szczepu dzikiego oraz mutantéw Aporl i Apor2 (patrz Wyniki, p. 7.8). W
badaniach tych bardzo istotne okazato sie manipulowanie poziomem ekspresji biatka
Tom40, co uzyskano dzieki wprowadzeniu modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu

komoérek, ktéra odpowiada fazie stacjonarnej wzrostu pod wzgledem
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wewnatrzkomérkowych stanéw redoks oraz poziomu ekspresji pewnych biatek
mitochondrialnych, w tym biatka Tom40 (patrz Wyniki, p. 7.5 i 7.7). Stwierdzona
korelacja miedzy poziomem ekspresji biatka Tom40 i poziomem uwalniania O,"
pozostaje w zgodzie z wczesniej opublikowanymi danymi wskazujgcymi na udziat
kompleksu TOM w transporcie metabolitow przez btone zewnetrzng mitochondriow
drozdzy zaréwno przy braku, jak i w obecnosci izoformy VDAC1 (Kmita i Budzinska,
2000; Antos i in., 2001). Zatem, postanowiono sprawdzi¢ hipoteze sformutowang przez
Hana i in. (2003) wskazujgcg kompleks TOM jako potencjalne miejsce uwalniania O, z
mitochondriéw. W tym celu opracowano warunki blokady kompleksu TOM przez
importowane biatko (pb,-DHFR) i sprawdzono czy blokada ta prowadzi do hamowania
uwalniania O, z mitochondribw (patrz Wyniki, p. 7.9). Stwierdzono, ze poziom
hamowania na skutek blokady kompleksu TOM zalezy od poziomu uwalniania O,” z
mitochondriéw i wzrasta wraz ze wzrostem uwalniania O, z mitochondriéw. Co wiece;j,
istotna jest takze obecnos¢ funkcjonalnego kanatu VDAC. Jego brak zasadniczo
zwieksza hamowanie uwalniania O,” z mitochondriéw w wyniku blokady kompleksu
TOM. Co ciekawe, poréwnywalny poziom hamowania obserwowany dla mitochondriéw
izolowanych z komérek w stacjonarnej i modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu
wskazuje na to, iz obie te fazy wykazujg istotne podobieAstwo warunkéw
wewnagtrzkomorkowych. Z drugiej strony, hamowanie uwalniania O, z mitochondriéw w
wyniku blokady kompleksu TOM obserwowane dla mitochondriéw szczepu dzikiego
wskazuje na mozliwos¢ udziatu tego kompleksu w uwalniania O, nawet w obecnosci
funkcjonalnego kanatu VDAC. Co istotne, skuteczne hamowanie uwalniania O,” z
mitochondriéw wymaga integralnosci strukturalnej btony zewnetrznej oraz funkcjonalnej
kompleksu TOM. Stwierdzono bowiem, ze w przypadku mitoplastow lub usuniecia
podjednostek petnigcych funkcje receptora w kompleksie TOM, hamowanie uwalniania
O, w wyniku blokady kompleksu TOM jest wyraznie stabsze. Zatem, wyniki uzyskane
W niniejszej pracy wskazujg, ze w komoérkach S. cerevisiae kompleks TOM moze stuzy¢
jako dodatkowa droga uwalniania O,” z mitochondriéw i jego transportu przez
zewnetrzng btone mitochondridéw. Sytuacja taka ma miejsce nawet w obecnosci
VDACH1, aczkolwiek rola kompleksu TOM wzrasta przy braku funkcjonalnego kanatu
VDAC.

Poniewaz wczesniej przeprowadzone badania wskazywaty na zwiekszenie
poziomu ekspresji podjednostek kompleksu TOM, tj. Tom40 i Tom70 w mitochondriach
mutantéw Aporl i Apor2 (Kmita i Budzinska, 2000; Antos i in., 2001), w niniejszej pracy
postanowiono wyjasni¢ mechanizm tego zjawiska. Ze wzgledu na to, ze komorki
szczepu dzikiego oraz mutantbw  Aporl i Apor2 wykazujg réznice

wewnatrzkomérkowych stanéw redoks (patrz Wyniki, p. 7.2) postanowiono sprawdzic,
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czy modyfikacja wewnatrzkomorkowych stanéw redoks (patrz Wyniki, p. 7.5) prowadzi¢
bedzie do przewidywalnych zmian w poziomie ekspresji analizowanych biatek. Jak
wspomniano wczesniej, dostepne dane literaturowe wskazujg, ze zmiany
wewnatrzkomérkowych stanéw redoks, w tym w obrebie cytozolu, posredniczyé mogg
w regulacji ekspresji biatek, takze na poziomie transkrypcji, jak i ich aktywnosci,
stabilizacji, lokalizacji, dostepnosci i oddziatywan z innymi czgsteczkami (np. Butow i
Avadhani, 2004; Storz, 2006; Pesaresi i in., 2007, Woodson i Chory, 2008). W
badaniach, obok biatek Tom uwzgledniono biatko Tob35, kluczowg podjednostke
kompleksu TOB/SAM (Dolezal i in., 2006; Perry i in., 2008) oraz dysmutazy
ponadtlenkowe, tj. CuZnSOD (cytozol) i MnSOD (mitochondria), ktérych aktywnosc
wykazywata Scistg korelacje z istniejgcymi wewnatrzkomorkowymi stanami redoks
(patrz Wyniki, p. 7.6).

Wstepne eksperymenty, polegajace na pordwnaniu poziomu ekspresji biatek
Tom40 i Tob55 w mitochondriach szczepu dzikiego i obu mutantéw izolowanych z
komoérek w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu i réznigcych sie stanami redoks
w obrebie cytozolu i mitochondriéw (patrz Wyniki, p. 7.2 i 7.4), wskazaly, ze zmiany
stanu redoks w obrebie cytozolu w kierunku zwiekszonego utlenienia wspotwystepujg
ze zwigkszonym poziomem ekspresji biatek Tom40 i Tob55. Aby zweryfikowac
powyzsze ustalenie do badan wigczono mitochondria izolowane z komérek w
modyfikowanej logarytmicznej fazie wzrostu. Wprowadzona modyfikacja polegata na
kontrolowanej zmianie stanu redoks w obrebie cytozolu i mitochondriow w kierunku
wartoéci charakterystycznych dla stacjonarnej fazy wzrostu, poprzez podanie do
hodowli komorek we wczesnej logarytmicznej fazie wzrostu utleniacza lub reduktora,
zaleznie od badanego szczepu (patrz Wyniki, p. 7.5). Tym sposobem, dla danego
szczepu, uzyskiwano komorki w fazie logarytmicznej wzrostu, ale o stanach redoks w
obrebie cytozolu i mitochondriéw charakterystycznych dla fazy stacjonarnej wzrostu.
Przeprowadzona analiza zmian poziomu ekspresji biatek Tom40, Tom70 i Tob55,
polegajgca na wyznaczeniu wartosci wskaznikow réznicy poziomu ekspresiji tych biatek
miedzy mitochondriami danego mutanta i szczepu dzikiego oraz migedzy fazami wzrostu
(patrz Wyniki, p. 7.7), wskazuje na podobne zmiany ekspresji biatek w fazie
stacjonarnej i modyfikowanej fazie logarytmicznej wzrostu. Co wigcej, obserwowane
zmiany w ekspresji biatek wspotwystepujg ze zmianami stanu redoks w obrebie
cytozolu, chociaz uzyskane dane nie pozwalajg jednoznacznie wykluczy¢ wptywu stanu
redoks w obrebie mitochondriow. Rdéwnoczesnie, zmniejszajgca sie wartos¢ stanu
redoks w obrebie cytozolu (utlenienie) wspotwystepuje ze zwiekszeniem ekspres;i
analizowanych biatek. Zatem, modyfikacja stanu redoks w obrebie cytozolu prowadzi

do przewidywalnych zmian w poziomie ekspresji badanych biatek. Jak stwierdzono w
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przypadku biatka Tob55 (patrz Wyniki, p. 7.12) wewngtrzkomérkowe stany redoks
odgrywajg réwniez istotng role w regulacji poziomu biatek mitochondrialnych poprzez
ich oddziatywanie na proces importu biatka do mitochondriow. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze mechanizm ten nie dotyczy wszystkich biatek importowanych do
mitochondridw, co stwierdzono analizujgc import biatka fuzyjnego Su9-DHFR.

Analiza wynikow opisanych w p. 7.6 i 7.7 rozdzialu Wyniki prowadzi do
ciekawych wnioskéw dotyczacych ekspresiji i aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych w
mitochondriach i cytozolu. Poziom ekspresji MNnSOD wydaje sie by¢ regulowany w
sposob podobny do obserwowanego dla biatek Tom i Tob55. Zatem, mechanizm
regulacji ekspresji biatek wykorzystujgcy zmiany stanu redoks w obrebie cytozolu nie
jest ograniczony do podjednostek kompleksow importowych bilony zewnetrznej
mitochondriéw. Z drugiej strony, poziom ekspresji CuZnSOD w cytozolu w przypadku
obu mutantéw ulega zwiekszeniu tylko w fazie logarytmicznej wzrostu. Jednakze
poréwnanie poziomu ekspresji tego biatka w przypadku frakcji cytozolowych
izolowanych z komérek w fazie stacjonarnej i logarytmicznej wzrostu oraz
modyfikowanej fazie logarytmicznej i logarytmicznej fazie wzrostu wskazuje na zakres
zmian obserwowanych dla badanych szczepéw w przypadku biatek Tom i Tob55.
Zatem zmiana jest najwieksza w przypadku szczepu dzikiego i najmniejsza w
przypadku mutanta Apor1. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku mutanta Apor?
aktywnos¢ CuZnSOD w cytozolu obniza sie w fazie stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej fazie wzrostu, mimo ze zmiany poziomu ekspresji CuZnSOD w cytozolu,
wyrazone ilosciowo w postaci wskaznikbw zmian poziomu ekspresji miedzy mutantami i
szczepem dzikim, wykazujg korelacje z réznicami w aktywnosci tego enzymu
obliczonymi dla badanych frakcji cytozolowych. Stad, mozna zatozy¢, ze zwigkszenie
stanu redukcji w obrebie cytozolu komérek Aporl w fazie stacjonarnej i modyfikowanej
logarytmicznej wzrostu wptywa na — zachodzacg po translacji — regulacje aktywnosci
CuZnSOD w cytozolu (Costa i in., 1997) i/lub stymuluje funkcje CuZnSOD inne niz
eliminacja O, (Lee i in., 2001; Wawryn i in., 2002; Luschak i in., 2005). Z kolei w
przypadku MnSOD brak zbieznosci miedzy poziomem ekspres;ji i aktywnos$ci jest nawet
szerszy, szczegolnie w przypadku mutanta Apor2. Wskazniki zmiany poziomu ekspresji
miedzy mitochondriami szczepu dzikiego i mutantow nie wykazujg korelacji z roznicami
aktywnosci tego enzymu miedzy tymi mitochondriami. Co wiecej, zmiany aktywnosci
MnSOD nie odpowiadajg zmianom w poziomie ekspresji biatka, z wyjgtkiem
mitochondriéw szczepu dzikiego. Poniewaz podczas przejscia komoérek z fazy
logarytmicznej do stacjonarnej lub modyfikowanej logarytmicznej fazy wzrostu poziom
redukcji wzrasta w mitochondriach obu mutantéw i to silniej w przypadku Apor2 (patrz

Wyniki, p. 7.2 i 7.5), mozna zalozy¢, ze podobnie jak w przypadku CuZnSOD w
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cytozolu, obserwowane rozbieznosci wynikajg ze zmian mechanizméw regulaciji
aktywnosci MnSOD ( Costa i in., 1997; Lee i in., 2001; Wawryn i in., 2002; Luschak i in.,
2005). Zatem, stan redoks w obrebie cytozolu jest istotnym czynnikiem regulujgcym
poziom ekspresji CuZnSOD w cytozolu i MNnSOD w mitochondriach, ale ich aktywnos$c¢
zalezy od warunkéw redoks panujgcych w srodowisku ich dziatania, tj. odpowiednio w
cytozolu i mitochondriach. Poniewaz MnSOD i CuZnSOD petnig rézne role w ochronie
komorek (Pereira i in., 2001; Zyracka i in., 2005), jest wiec uzasadnione, ze
mechanizmy odpowiedzialne za regulacje poziomu ekspresji tych enzyméw i ich
aktywnosci réznig sie w szczegotach.

W przypadku biatek Tom40, Tom70 i Tob55 badania, dotyczace wptywu
inhibitorow transkrypcji (a-amanityny) i translacji (cykloheksymid) w warunkach
kontrolowanej zmiany wewngtrzkomérkowych standéw redoks (patrz Wyniki, p. 7.10),
wskazujg na istotng role zmian w poziomie mRNA kodujgcych te biatka w mechanizmie
regulacji ich ekspresji w mitochondriach. Pozostaje to w zgodzie z opublikowanymi
danymi wskazujgcymi, ze brak izoformy VDAC1 w mitochondriach S. cerevisiae
prowadzi do wzrostu poziomu mRNA kodujgcych biatka Tom40 i Tom70 (Kmita i in.,
2004). Zatem, obecnos¢ lub brak funkcjonalnego kanalu VDAC wydajg sie byc¢
istotnymi sygnatami, kontrolujgcymi ekspresje genéw TOM40 i TOM70. W zwigzku z
tym postanowiono sprawdzi¢ wptyw kontrolowanych zmian wewnatrzkomdrkowych
stanéw redoks w komorkach S. cerevisiae na poziom ekspresji mMRNA, kodujgcych
wybrane biatka komdrkowe, wykorzystujgc metode ilosciowej RT-PCR (patrz Wyniki, p.
7.11). Poréwnanie wartosci wzglednych pozioméw mRNA miedzy szczepem dzikiem i
mutantami, z uwzglednieniem zmian wewnagtrzkomérkowych standw redoks w obrebie
cytozolu i mitochondribw komérek w analizowanych fazach wzrostu, pozwolito
stwierdzic, ze stan redoks w obrebie cytozolu wptywa istotnie na poziom transkryptow
AQY1, MDM10, MKS1, POR1, RTG2, TOB38, TOB55, SOD1, SOD2, TIM22, TOM40.
Roéwnoczesnie stwierdzono wptyw mitochondrialnego stanu redoks w przypadku
transkryptow AQY1, MDM10, MKS1, POR1, RTG2, TOB55, SOD1, SOD2, TIM22,
TIM23, TOM40. Zatem, zalezne od wewnatrzkomorkowych stanéw redoks zmiany
poziomow transkryptow TOM40, TOB55, SOD1 i SOD2 sg elementem mechanizmu
regulacji ekspres;ji tych gendw i przyczyniajg sie do zmian w ich ekspresji na poziomie
biatka (patrz Wyniki, p. 7.7).

Jak stwierdzono powyzej wewnatrzkomérkowy stan redoks odgrywa istotng role
w regulacji poziomu mRNA kodujgcego biatko Rtg2 uczestniczace w komunikacji
miedzy jadrem komorkowym i mitochondriami. Dostepne dane wskazujg réwniez, ze, w
przypadku komorek S. cerevisiae modyfikacja wewnagtrzkomorkowych standéw redoks

prowadzi do zmian poziomu mMRNA, kodujgcych jadrowe czynniki transkrypcyjne,
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uczestniczace w adaptacji do zmian standw redoks (Mns2 i Mns4), oraz biatko Rtg2
(Aragon i in., 2008). Postanowiono zatem zbadacC wptyw izoformy VDAC1 na poziom
transkryptow  biatek  jgdrowych uczestniczagcych w adaptacji do zmian
wewnatrzkomorkowych stanéw redoks, w tym czynnikéw transkrypcyjnych, oraz biatek
uczestniczgcych w komunikacji miedzy jgdrem komoérkowym i mitochondriami. Jak
wyjasniono w p. 7.11 rozdziatu Wyniki, reakcje ilosciowej RT-PCR przeprowadzono dla
komorek szczepu dzikiego i mutanta Apor? w réznych fazach wzrostu, uwzgledniajgc
nastepujgce geny: RTG1 i RTG2, kodujgce biatka uczestniczace w komunikacji jadro
komérkowe — mitochondria, geny MSN2, MSN4, YAP2, SKN7 i YAPL, kodujgce
jadrowe czynniki transkrypcyjne uczestniczace w adaptacji do zmian stanéw redoks
oraz gen SIR2, kodujgcy jadrowy czujnik stanu redoks (Butow i in., 2004, Liu i in., 2005;
Cabiscol i in., 2000; Drakulic i in., 2005). Jako kontrolne geny zastosowano: HAP4,
kodujgcy jadrowy czynnik transkrypcyjny kontrolujgcy geny metabolizmu tlenowego,
GPX, kodujgcy cytoplazmatyczny czujnik stanu redoks, PUF3, kodujgcy biatko
kontrolujgce transport i stabilnos¢ mMmRNA Kkodujgcych biatka importowane do
mitochondriéw oraz TOM40, kodujgcy biatko Tom40 (Liu i in., 2005; Garcia-Rodriguez i
in., 2007; Dolezal i in., 2007; Bohnert i in., 2007; Mokranjac i in., 2009). Niezaleznie od
typu badanych komoérek, wzgledne poziomy mRNA, wyznaczone dla modyfikowanej
logarytmicznej fazy wzrostu, sg bardziej zblizone do uzyskanych dla stacjonarnej fazy
wzrostu niz logarytmicznej fazy wzrostu, co wskazuje na wazng role
wewnatrzkomérkowych stanéw redoks w mechanizmie obserwowanych zmian. Z
drugiej strony, brak izoformy VDAC1, tworzgcej funkcjonalny kanat w mitochondriach S.
cerevisiae, prowadzi do wyraznego obnizenia wzglednych pozioméw mMRNA,
kodujacych biatka uczestniczgce w komunikacji jagdro komérkowe/mitochondria (Rtg1,
Rtg2) oraz biatka jadrowe petnigce funkcje czujnika standéw redoks (Sir2) i
uczestniczgce w przystosowaniu do zmian stanéw redoks (Skn7, Msn2, Msn4, Yap1,
Yap2).

Rownoczesnie wyznaczone wartosci wspoétczynnika zmiany wzglednego poziomu
MRNA wskazujg na wyrazne zmiany wzglednego poziomu mRNA dla obu badanych
szczepow, z wyjgtkiem mRNA, kodujgcego biatka Rtg1 i Hap4. W przypadku biatek
Sir2, Skn7, Msn2, Msn4, Yapl, Yap2, Gpx, Puf3 i Tom40 dochodzi do spadku
wzglednego poziomu kodujgcych te biatka mRNA w komérkach mutanta Aporl i
wzrostu w komérkach szczepu dzikiego. Natomiast dla biatek Rtg1 i Hap4, niezaleznie
od typu badanych komodrek, wzgledny poziomu mRNA w przypadku Rtg1 spada, a
wzrasta w przypadku Hap4. Co istotne, obnizenie wzglednych pozioméw mRNA,
obserwowane dla komdrek Aporl, wykazuje korelacje ze wskaznikiem zmiany stanu

redoks oszacowanym dla cytozolu, ale nie dla mitochondriéw. Dla komérek szczepu
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dzikiego wzrost wzglednego poziomu mRNA takze wspotwystepuje ze wskaznikiem
zmiany stanu redoks oszacowanym dla cytozolu, przy czym otrzymane wartosci
wskaznika zmiany stanu redoks w obrebie mitochondridw nie pozwalajg wykluczyé
wplywu tego parametru na obserwowane zmiany wzglednego poziomu mRNA. W
przypadku mRNA, kodujgcych biatka Rtg1 i Hap4, zmiany stanu redoks w obrebie
cytozolu i mitochondriow nie majg wptywu na obserwowane zmiany poziomu mRNA.
Mozna zatem zatozy¢, ze w przypadku tych mRNA obecnos¢ biatka VDAC1 wptywa na
ich wzgledny poziom w sposob niezalezny od zmian wewngtrzkomoérkowego stanu
redoks. Z kolei w przypadku mRNA, kodujgcych Rtg2, Sir2, Skn7, Msn2, Msn4, Yapl,
Yap2, Gpx, Puf3 i Tom40 zmiana stanu redoks w kierunku utlenienia, gtéwnie w
obrebie cytozolu, prowadzi do wzrostu wzglednego poziomu mRNA.

Pojawia sie zatem pytanie, w jaki sposéb izoforma VDAC1 moze wplywaé na
poziom transkryptéw genéw RTG1 i HAP4, jesli w obserwowanych zmianach nie
posredniczg zmiany wewngtrzkomérkowych stanéw redoks. Wiadomo, ze w odpowiedzi
na stres oksydacyjny komorki uruchamiajg ekspresje wielu gendéw, w tym genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne. Ich ekspresja, struktura, lokalizacja i
powinowactwo wzgledem DNA sg bezposrednio lub posrednio regulowane przez
poziom utlenienia (Liu i in., 2005; Lushchak, 2010). Jak wspomniano wczesniej, z
duzym prawdopodobienstwem mozna zatozy¢, ze udziat kanatu VDAC w determinacji
wewnatrzkomérkowych standw redoks polega na transporcie metabolitow,
uczestniczgcych bezposrednio lub posrednio w powstaniu stanu redoks, np. O,". Co
istotne, kanat VDAC jest bardzo wrazliwy na modyfikacje oksydacyjne (O’Brien i in.,
2004; Mello i in., 2007), ktdre w znaczacy sposdb mogg zmieni¢ jego funkcjonowanie w
odpowiedzi na zachodzace zmiany stanu redoks (Karachitos i in., 2009). Z drugiej
strony, kanat VDAC ma kluczowe znaczenie dla aktywnosci tancucha oddechowego w
mitochondriach, poniewaz ma fundamentalne znaczenie dla transportu metabolitéw
przez bfone zewnetrzng mitochondriéw (Lee i in., 1998; Kmita i in., 1999). Z kolei
wiadomo, ze aktywnosc¢ tancucha oddechowego ma istotne znaczenie dla aktywnosci
biatek Hap, w tym biatka Hap4 (Butow i Avadhani, 2004). Zatem, obecnos¢ lub brak
funkcjonalnego kanatu VDAC to wazny element regulacji poziomu mRNA kodujgcego
biatko Hap4. W przypadku mRNA kodujgcego biatko Rtg1 istotnym czynnikiem
kontrolujgcym jest zapewne wewnatrzkomérkowy poziom metabolitow, w tworzeniu
ktérego niewatpliwie uczestniczy kanat VDAC (np. Crespo i in., 2002), przy czym
czesciowo obserwowany efekt moze wynika¢ ze zmian w ekspresji biatka Rtg2, ktére
kontroluje aktywno$¢ biatka Rtg1 (Butow i Avadhani, 2004).

Podsumowujgc, zmiany wewnatrzkomorkowych stanéw redoks w komérkach S.

cerevisiae, w tym w obrebie cytozolu, odgrywajg istotng role w regulacji ekspres;ji

98



8. DYSKUSJA

szeregu biatek komodrkowych, w tym biatek kluczowych dla prawidtowego
funkcjonowania mitochondriow oraz komunikacji miedzy jgdrem komodrkowym i
mitochondriami. W zmianach wewnagtrzkomorkowych standéw redoks posredniczy biatko
VDAC, przy czym przynajmniej czesciowo zjawisko to nie zalezy od funkcji kanatowe;j
biatka VDAC. Zwiekszona ekspresja pewnych biatek mitochondrialnych uruchamiana w
przypadku braku funkcjonalnego kanatu VDAC lub w starszych komérkach w obecnosci
tego kanatu moze mie¢ kluczowe znaczenie dla przetrwania komorek. Na przykiad,
zwiekszona ekspresja biatek Tom moze zwieksza¢ szanse wigczenia tego kompleksu w
proces transportu metabolitbw przez zewnetrzng bfone mitochondrialng. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy pozwalajg na zaproponowanie wyjasnienia roli biatka
VDAC w mechanizmie regulacji ekspresji i aktywnosci biatek, opartym na zmianach
wewnatrzkomoérkowych stanéw redoks, w tym w obrebie cytozolu (patrz schemat
ponizej). Zatem, biorgc pod uwage uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze biatko VDAC
jest istotnym elementem sieci biatek, kontrolujgcych funkcjonowanie mitochondriéw
poprzez determinacje wewnatrzkomorkowych stanéw redoks i/lub petnigcych funkcje
czujnika stanu redoks. Pozostaje to w zgodzie z rosnacg liczbg danych wskazujgcych
na VDAC jako ,zarzgdce” funkcjonowania mitochondribw (Mannella i Kinally, 2008;
Rostovtseva i Bezrukov, 2008; Shoshan-Barmatz i in., 2010).

transport metabolitow
(réwniez 02" ")

STAN modyfikacje
REDOKS = o °k‘§lf‘:;;yg‘g:éa'°k
komoérkowe z - :
ekspresja import biatka
enzymy genéw mmmmm) o mitochondrium
antyoksydacyjne jadrowych
\ funkcje

mitochondrium

Rys.1.
Udziat VDAC w regulacji aktywnosci i ekspresiji biatek mitochondrialnych (wedtug Gatganska i
in., 2010)
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9 Streszczenie

1.

Izoformy biatka VDAC to istotny czynnik posredniczacy w determinacji
wewnatrzkomorkowych stanow redoks w komorkach S. cerevisiae. W
determinacji stanu redoks w obrebie cytozolu uczestniczy gtéwnie izoforma
VDAC1, przy czym izoforma VDAC2 wywiera efekt ilosciowy. Natomiast w
przypadku stanu redoks w mitochondriach istotny jest udziat obu izoform. Co
ciekawe, izoforma VDAC2 jest kluczowa dla koordynacji stanow redoks miedzy

mitochondriami i cytozolem.

Aktywnos¢ podstawowych enzyméw antyoksydacyjnych w cytozolu (CuzZnSOD i
katalaza) oraz w mitochondriach (MnSOD, peroksydaza glutationowa i reduktaza
glutationowa) odpowiada zmianom standéw redoks w tych przedziatach,

obserwowanym w nieobecnosci danej izoformy biatka VDAC.

Réznice stanu redoks w obrebie cytozolu, obserwowane dla badanych komdrek
szczepu dzikiego i mutantéw, wspotwystepujg z réoznicami w poziomie uwalniania
O, z mitochondriéw, przy czym w uwalnianiu O, z mitochondriéw uczestniczy
takze kompleks TOM, co jest szczegdlnie widoczne w przypadku mutanta

pozbawionego kanatu VDAC (izoforma VDAC1).

Stan redoks w obrebie cytozolu odgrywa istotng role w determinacji poziomu
ekspresji biatek tworzgcych kanaty w kompleksach importowych zewnetrznej
btony mitochondrialnej. Co wiecej, poziom ekspresji biatka Tom40 wykazuje

korelacje z poziomem uwalniania O, z mitochondriéw.

Wewnatrzkomérkowy stan redoks uczestniczy w regulacji procesu importu
niektérych biatek (Tob55/Sam50) do mitochondridw.

Modyfikacja wewnagtrzkomdrkowych standw redoks prowadzi do przewidywalnych
zmian w poziomie ekspresji biatek tworzgcych kanaty w kompleksach
importowych ~ zewnetrznej btony  mitochondrialnej, przebiegu importu
Tob55/Sam50 do mitochondridw, aktywnosci podstawowych enzymow

antyoksydacyjnych i poziomie uwalniania O, z mitochondriéw.

Wewnatrzkomoérkowy stan redoks jest istotnym czynnikiem regulujgcym poziom
MRNA kodujgcych biatka uczestniczgce w imporcie biatka do mitochondriow
(Mdm10, Tob38, Tob55, Tim22, Tim23 i Tom40), enzymy antyoksydacyjne
(MnSOD i CuzZnSOD) oraz biatka uczestniczgce w komunikacji miedzy jadrem
komorkowym i mitochondriami (Mksl i Rtg2) i jgdrowe czynniki transkrypcyjne
uczestniczgce w adaptacji do zmian stanéw redoks (Msn2, Msn4, Yapl, Yap2,

Skn7), jak i biatko Sir2, petnigce funkcje czujnika stanu redoks w jadrze
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komérkowym. Nalezy jednak zauwazyé, ze VDAC1 wplywa na poziom
transkryptow genow kodujgcych biatka takze w sposéb niezalezny od stanu
redoks (Hap4, Rtgl).

Podsumowujgc, zmiany wewngtrzkomérkowych stanéw redoks w komérkach S.
cerevisiae, w tym w obrebie cytozolu, odgrywajg istotng role w regulacji ekspresiji
szeregu biatek komoérkowych, w tym biatek kluczowych dla prawidtowego
funkcjonowania mitochondriow oraz komunikacji miedzy jadrem komorkowym i
mitochondriami. W determinacji wewnagtrzkomdrkowych stanéw  redoks
posredniczg izoformy biatka VDAC, przy czym przynajmniej czesciowo zjawisko

to nie zalezy od funkcji kanatowej biatka VDAC.
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